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Rekombinante Mistellektine 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Herstellen von Mistellektin-Poly- 
eptiden in homologen und heterologen Wirtssystemen sowie Mistellektin-Peptide 
als solche. Weiter werden NukleinsauremolekGle zur Verfugung gestellt, die fur die- 
se Mistellektin-Polypeptide kodieren, sowie pharmazeutische Zusammensetzungen, 
die diese Mistellektin-Polypeptide Oder Mistellektin-Nukleinsauren umfassen. 

Die Mistel (Viscum album) ist seit dem Altertum als Heilpflanze bekannt. Die halb- 
strauchige Pflanze lebt als Halbparasit auf den Asten von Holzgewachsen und ist 
vor allem in Europa, Nordaustralien, Asien und im tropischen und subtropischen 
Afrika weit verbreitet. Anfang dieses Jahrhunderts wurde die zyto- und tumortoxi- 
sche Wirkung des Mistelextraktes erkannt, welches seitdem gezielt zur Krebs- 
therapie eingesetzt wird. Dabei wird das Extrakt sowohl als Einzeltherapeutikum als 
auch in Kombination mit Chemo- oder Strahlentherapie eingesetzt. Besonders hau- 
fig werden Mistelpraparate z.B. nach chirurgischer Tumorentfernung als Rezidiv- 
prophylaktikum verwendet. 

Systematische Untersuchungen der Wirkweise zeigten, daG waSriges Mistelextrakt 
nach Injektion neben seiner zytotoxischen Wirkung ebenfalls immunmodulierend wirkt 
und aulSerdem allgemein stimmungsaufhellende Effekte zeigt. Nach Injektion von 
Mistelextrakt kann eine signifikante Steigerung der Zellzahlen bestimmter Lympho- 
zytensubpopulationen (u.a. T- Helfer-Lymphozyten, naturliche Killerzellen(NK)-Zellen, 
Makrophagen) und der Phagozytoseaktivitat bei Granulo- und Monozyten beobachtet 
werden, die unmittelbar an der Tumorabwehr beteiligt sind (Hajto, T., Hostanska, K., 
Gabius, H.-J. (1990), Therapeutikum 4, S. 135-145; Beuth, J., Ko, H.L, Tunggal, L., 
Gabius, H.-J., Steuer, M., Uhlenbruck, G., Pulverer, G. (1993), Med. Welt 44, S. 217- 
220; Beuth J., Ko, H.L, Tunggal, L, Geisel, J., Pulverer, G. (1993), Arnzeim.-Forsch./ 
Drug Res. 43 (I), S. 166-169; Beuth, J., Ko, H.L, Gabius, H.-J., Burrichter, H., Oette, 
Kl., Pulverer, G. (1992), Clin. Investing, 70, S. 658-661). Weiterhin kann eine signifi- 
kante Steigerung definierter Akutphaseproteine im Serum, welche durch die Zytokine 
IL-1, IL-6 und TNF-a vermittelt wird, nachgewiesen werden (Hajto, T., Hostanska, K., 
Frei, K., Rordorf, C, Gabius, H.-J. (1990), Cancer Res. 50, S. 3322-3326; Beuth, J., 



Ko f H.-L, Gabius, H.-J., Pulverer, G. (1991), In Vivo 5, 29-32; Beuth, J., Ko, H.-L, 
Tunggal, L ( Jeljaszewicz, J. f Steuer, M.K, Pulverer, G. (1994), In Vivo 8 f (S. 989-992; 
Beuth, J., Ko, H.-L, Tunggal, L., Jeljaszewicz, J., Steuer, M.K., Pulverer, G. (1994), 
Dtsch. Zschr. Onkol. 26, S. 1-6; Beuth, J., Ko, H.-L, Tunggal, L, Steuer, M.K., Geisel, 
J., Jeljaszewicz, J., Pulverer, G. (1993), In Vivo 7, S. 407-410; Kayser, K., Gabius, S., 
Gabius, H.-J., Hagemeyer, O. (1992), Tumordiag. und Ther. 13, S. 190-195). Neben 
der durch Mistelextraktbehandlung erzielbaren Verlangerung der Uberlebenszeit von 
Krebspatienten wird ebenfalls eine Steigerung der Lebensqualitat der Patienten be- 
obachtet, welche auf den Anstieg an p-Endorphinen im Blut zuruckgefuhrt wird 
(Heiny, B.-M., Beuth, J. (1994), Anticancer Res. 14, S. 1339-1342; Heiny, B.-M., 
Beuth, J. (1994), Dtsch. Zschr. Onkol. 26, S. 103-108). 0-Endorphine als korpereige- 
ne Opioide verbessern das allgemeine Wohlbefinden, indem sie z.B. schmerzlindernd 
wirken und den Angstindex verbessern (Falconer, J., Chan, E.C., Madsens, G. 
(1988), J. Endocrinol. 118, S. 5-8). 

Die Analyse der Wirkstoffe des Mistelextraktes hat gezeigt, da(S der immunstimulie- 
rende Effekt auf eine bestimmte Gruppe von Glykoproteinen. die Mistellektine t zu- 
ruckzufuhren ist. Bisher wurden drei mistelspezifische Lektine mit unterschiedlichen 
Molekulargewichten und Zuckerbindungspezifitaten identifiziert. Die Konzentration 
des Mistellektins I (ML-I) im waSrigen Pflanzenextrakt ist deutlich hoher als die von 
Mistellektin II (ML-II) und Mistellektin III (ML-III). Es konnte gezeigt werden, daB der 
immunstimulierende Effekt des Mistelextrakts auf die Anwesenheit von ML-i zuruck- 
zufuhren ist: wird das ML-I-Lektin aus dem Mistelextrakt entfernt, verliert das Extrakt 
seine immunstimulierende Wirkung (Beuth, J. Stoffel, B., Ko, H.-L. t Jeljaszewicz, J., 
Pulverer, G. (1995), Arzneim.-Forsch./Drug Res. 45(H), S. 1240-1242). Das p-Ga- 
lactosid-spezifische ML-I-Lektin besteht aus jeweils zwei glykosylierten A- und B- 
Ketten (MLA bzw. MLB), deren Molekulargewichte bei 29 kDa bzw. 34 kDa liegen. 
Die Aminosauresequenz von MLA enthalt eine potentielle Glykosylierungsstelle, 
wahrend MLB drei Glykosylierungsstellen im N-terminalen Bereich der Aminosaure- 
sequenz enthalt. Die beiden Ketten sind durch eine Disulfidbrucke miteinander ver- 
knupft (Abbildung A; Ziska, P., Franz, H., Kindt, A. (1978), Experientia 34, S. 123- 
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124). Die resultierenden Mistellektin-Monomere konnen sich unter Ausbildung von 
nicht kovalenten Bindungen zu Dimeren zusammenlagern. 

Die Untersuchungen des Sedimentationsverhaltens von ML-I wahrend analytischer 
Zentrifugation zeigen, dad ML-I in vivo in einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht vor- 
liegt (Luther, P., Theise, H. t Chatterjee, B., Karduck, D. t Uhlenbruck, G. (1980), Int. 
J. Biochem. 11, S. 429-435). Die MLB-Kette ist in der Lage, an galactosehaltige 
Strukturen auf der Oberflache von Zellmembranen (z.B. Rezeptormolekulen) zu 
binden und dadurch Zytokinfreisetzung auszulosen. Durch Endozytose gelangen 
ML-I-Dimere und -Monomere in die Zelle, wo durch Reduktion der Disulfidbrucken- 
bindungen die Proteinkomplexe in MLA- und MLB-Ketten zerfallen. Die MLA-Ketten 
sind daraufhin in der Lage, an die ribosomale 28 S-Untereinheit zu binden und die- 
se zu inaktivieren. 

Die Untersuchung von ML-I-Monomeren mit Hilfe der 2-D-Gelelektrophorese ergab 
25 verschiedene Isoformen, die auf unterschiedliche Kombinationen verschiedener 
A- und B-Ketten sowie unterschiedliche Glykosylierungszustande der Ketten zu- 
ruckzufuhren sind (Schink et al.,1992, Naturwissenschaften 79, S. 80 - 81). Es wird 
vermutet, daS die einzelnen Isoformen spezifische Funktionen erfullen und jede 
dieser Isoformen zum anti-tumorigenen Effekt des Mistelextraktes beitragt 

Bisher ist bereits aus der europaischen Patentanmeldung EP 0 751 21 1 A1 eine 
Nukleinsauresequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz eines ML-I- 
Lektins bekannt. Dieses eine Polypeptid ist jedoch nicht in der Lage, die Wirkung 
der zahlreichen in naturlichem Mistelextrakt enthaltenen ML-l-lsoenzyme in bezug 
auf den anti-tumorigenen und stimmungsaufhellenden Effekt zufriedenstellend 
nachzuahmen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Verfahren zur Verfugung zu 
stellen, das es erlaubt, Mistellektine in ausreichenden Mengen herzustellen und 
gleichzeitig die Diversitat an ML-l-lsoenzymen des naturlichen Mistelextraktes 
nachzuempfinden. 



Die Aufgabe wird erfindungsgemafl durch das Bereitstellen eines Verfahrens nach 
Anspruch 1 und/oder 40 gelost. 

Die vorliegende Erfindung stellt aufcerdem 2 neue Polypeptide der MLA-Kette und 6 
neue Polypeptide der MLB-Kette von ML-I zur Verfiigung, die einzeln oder in Kom- 
bination in einem geeigneten Wirtssystem exprimiert werden konnen. Dabei entste- 
hen "homologe" und "heterologe" ML-I-Dimere, wobei der Begriff "homolog" ein Di- 
mer bezeichnet, das aus jeweils zwei gleichen MLA- und MLB-Ketten besteht, und 
der Begriff "heterolog" ein Dimer beschreibt, das aus zwei verschiedenen MLA- 
und/oder zwei verschiedenen MLB-Ketten besteht. Die Diversity der MLA- und 
MLB-Ketten gestattet es, eine Vielzahl von verschiedenen MLA/MLB-Komplexen zu 
erzeugen, welche in ihrer therapeutischen Wirkung der oben beschriebenen Wir- 
kung des Lektingemisches, das in waftrigem Mistelextrakt nachgewiesen wurde, 
nachempfunden ist. 

Einer der Vorteile, den die vorliegende Erfindung gegenuber der herkommlichen 
Gewinnung von Mistelextrakten aus Frischpflanzen bietet, ist, daS die immunmodu- 
lierenden Komponenten des Mistelextraktes durch ein biotechnologisches Verfah- 
ren hergestellt werden k6nnen. Dies bedeutet, daS unabhangig vom pflanzlichen 
Rohmaterial, welches nur eingeschrankt zur Verfugung steht und nur zu einer be- 
stimmten Zeit des Jahres geerntet werden kann, ausreichende Mengen an Mistel- 
lektin I produziert werden konnen. Daruberhinaus enthalt ein auf diese Weise bio- 
technologisch hergestelltes Gemisch an Mistellektinen keine der in naturlichem Mi- 
stelextrakt auftretenden 'Verunreinigungen", wie z.B. Viscotoxine. 

Weiter wird es dadurch, daS die vorliegende Erfindung eine Vielzahl von unter- 
schiedlichen MLA- und MLB-Polypeptiden von ML-I zur Verfugung stellt, moglich, 
zielgerichtet pharmakologische Zusammensetzungen zu "designen". Das bedeutet, 
dali z.B. durch die Auswahl bestimmter MLB-Polypeptide, die die Bindungsaffmitat 
des MLA/MLB-Komlexes an die Zielzellen definieren, die immunmodulatorische 
Wirkung einer Zusammensetzung beeinflulit werden kann. Desweiteren kann durch 



die Verwendung bestimmter MLA-Polypeptide die Zytotoxizitat einer Zusammenset- 
zung variiert werden. 

Urn das in Mistelextrakten enthaltene Gemisch an Mistellektinen biotechnologisch 
herstellen zu kdnnen, wurde zunachst die Aminosauresequenz eines pharmakolo- 
gisch interessanten Mistellektins aufgeklart. Dazu wurde ein Mistelextrakt aus Vi- 
scum album L ssp. platyspermum Kell, welche von Pappeln geerntet wurden, ge- 
wonnen und Mistellektin I durch Affinitsttschromatographie partiell gereinigt (Beispiel 
1). Die anschlielSende Analyse durch SDS-PAGE, HPLC und Sequenzanalyse 
durch Edman-Abbau ergab 2 MLA-lsoformen und 6 MLB-lsoformen. 

Aus kurzen Bereichen der Aminosauresequenzen wurden degenerierte Oligonu- 
kleotide abgeleitet, mit deren Hilfe die genomische Mistellektin-I-DNA-Sequenz un- 
ter Verwendung des PCR-Verfahrens ermittelt wurde. Uberraschenderweise konnte 
trotz der zahlreichen identifizierten ML-I-Aminosauresequenzen nur eine einzige 
dieser Sequenzen mehr Oder weniger entsprechende Nukleinsauresequenz identi- 
fiziert werden. Durch Southern-Blot-Analyse wurde bestatigt, dad das ML-I-Gen in 
lediglich einer Kopie pro Genom auftritt. Die Sequenzvariabilitat der MLA- und MLB- 
Polypeptide ist daher lediglich durch das Auftreten von RNA-Editing oder anderen 
posttranskriptionalen oder posttranslationalen Modifikationen in Mistelzellen zu er- 
klaren. 

Als "RNA-Editing" werden alle Prozesse bezeichnet, die zu Unterschieden zwischen 
der endgultigen mRNA-Sequenz und der entsprechenden 'Template"- DNA fuhren, 
ausgenommen "RNA-Splicing" und tRNA-Modifikationen. Das "mRNA-Splicing" so- 
wie das Auftreten von modifizierten tRNAs ist allgemein bekannt und wird daher hier 
nicht naher erlautert. Beim "RNA-Editing" werden co- oder posttranskriptional ein- 
zelne Nucleotide oder Strange von bis zu mehreren 100 Nukleotiden L§nge ausge- 
tauscht, inseriert oder deletiert, was unter Umstanden zu Leserasterveranderungen 
der kodierten Sequenz fuhren kann. Das erste Beispiel fur RNA-Editing wurde bei 
Untersuchungen des coxll-Transkripts der mitochondrialen DNA von Trypanosomen 
entdeckt (Benne R. et al. (1986), Cell, 46, S. 819-826). Weiterhin wurde dieser Pro- 



zelS in Mitochondrien und Chloroplasten von hoheren Pflanzen sowie singularen 
nuklearen Transkripten in Saugerzellen nachgewiesen. Der genaue Mechanismus 
des RNA-Editings ebenso wie die Mechanismen fur posttranslationale Modifikatio- 
nen der primaren AminosSuresequenz sind bisher jedoch erst sehr unvollstandig in 
der Literatur beschrieben. 

Da dieser Vorgang jedoch bisher nur in sehr wenigen Pflanzen nachgewiesen wur- 
de und eine biotechnologische Herstellung der verschiedenen Mistellektin l-Poly- 
peptide auch in anderen Pflanzenzellen auGer Mistelzellen soweit wie moglich un- 
abhangig von posttranskriptionalen Oder posttranslationalen Veranderungen ermog- 
licht werden soil, wurde die genomische DNA durch gezielte Mutationen an die Se- 
quenz der verschiedenen isolierten Polypeptide angepaUt. Weiterhin wurde die ge- 
nomische Sequenz durch Mutationen an die bevorzugte Kodonbenutzung von 
Brassica angepalit, um eine optimale Expression in z.B. Rapszellen zu ermoglichen. 

Die vorliegende Erfindung stellt daher ein Verfahren zum Herstellen eines Mistel- 

-j^teHvPoiypeptides-^der-eines^ m 't der 

folgenden Sequenz zur Verfugung: 
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TQVQHSTDGVFNNP X16 R L A I X17 X18 G 
N F V T X. X19 M V R X20 V Z A 3 LAIMLFVC 
GERPSSSDVRYWPLVZRPVZADD 
VTCSASEPTVRZVGR X21 G M X22 V D V 
RDDDFHDGNQIQLWPSKSNNDPN 
QLWTXKRD X23 TZRSNGSCLTTYGY 
TAGVYVMX FDCNTAVREATIWQI 
W X24 NGTXZNPRSHX.VX.AASSGXKG 
TTLTVQTZ.OYTZ.GQGWZ.AGNDTA 
PREVTZYGFRDIiCMESN X25 G S V W V 
ETC X26 S 3 Q X27 N Q X28 X29 WALZGDGS ZR 
PKQMQDQCLT X30 GRDSVSTVXNXV 
S C S X31 X32 S X33 X34 QRWVFTNE X35 A X L N 
X. K X36 X37 X38 X39 X40 DVAQANPKLRRZZI 
Y PAT GKPNQMW L PV X41 

umfassend den Schritt des Exprimierens eines eukaryontischen Oder prokaryontischen 
Vektors, in den eine nach dem ublichen genetlschen Code fDr das Mistellektin-Polyeptid 
Oder ein Fragment davon kodierende Nukleinsflure kloniert ist, in einem geeigneten he- 
terologen eukaryontischen Oder prokaryontischen Wirt, 

wobei X1 D Oder E ist; X2 G Oder Q ist; X3 I Oder V ist; X4 L Oder A ist; X5 DR ist Oder 
fehit; X6 N Oder T ist; X7 P Oder T ist; X8 D Oder E ist; X9 S Oder T ist; X10 F Oder Y ist; 
X1 1 T Oder A ist; X12 A Oder Y ist; X13 Y Oder D ist; X14 A Oder E ist; X15 V Oder M ist; 
X16 I Oder F ist; X17 P Oder S ist; X18 P oder T ist; X19 T Oder S ist; X20 D Oder S ist; 
X21 N Oder S ist; X22 C Oder R ist; X23 G Oder N ist; 24 G Oder D ist; X25 G Oder Q ist; 
X26 V oder D ist; X27 Q Oder K ist; X28 G ist Oder fehlt; X29 R Oder K ist; X30 C Oder S 




Oder V ist; X31 A Oder G ist; X32 G oder A ist; X33 S Oder G ist; X34 G Oder S ist; X35 G 
Oder Y ist; X36 N oder S oder T Oder K ist; X37 S Oder G ist; X38 L Oder P ist; X39 A 
oder M ist; X40 M oder V ist; X41 P oder F ist. 

Analog zu diesem Verfahren werden zwei weitere Herstellungsverfahren fur die Mi- 
stellektin-A-Kette (MLA) und die Mistellektin-B-Kette (MLB) zur Verfugung gestellt, 
welche die folgenden Sequenzen oder ein Fragment davon umfassen: 

Mistellektin-A: 

IERLRLRVTHQTTGX1EYFRFITL 

LRDXVSSGSFSNEIPLLRQSTIP 

VSDAQRFVLVELTNQGX2DSX3TAA 

IDVTNX4YVVAYQAGDQ.SYFLRDA 

p n «*BTHI.FTQTTRXSSSI.PFX6 GS 

Y X7 D LERYAGHRD Q I PI« G I X8 Q L I Q 

SVX9ALRX10PGGSTRXllQARSII.il. 

IQMISEAARFHPII.WRX12RQX13IN 

SGX14SFI.PDX1SXMI.EI.ETSWGQQS 

TQVQHS TDGVFHNP X16 R I. A I X17 X18 G 
MFVTLX19NVRX20VIASI.AXMI.FVC 



G E R P S S 3 



Mistellektin-B: 

ODVTCSASEPTVRIVGRX21GMX22VD 
VRODDPHDGNQIQl, W p SKSMMDpN 

QLWTIKRDX23TIRSNGSCLTTYGY 
TAGVYVMIFDCNTAVREATIWQIW 



X24MGTIINPRSNLVLAA S SGIKGT 



T 



> 




LTVQTLDY TI.GQGWLAGNDTAPRE 
VTIYGFRDLCMESNX25GSVWVETC 

X26S3QX27MQ X28 X 29 WAI. 1 CGDG S IRPKQM 
Q O Q C Ii T X30 GROSVS TVINIVSCS X31 
X32 S X33 X34 QRWVFTNE X35 A I L N L K X36 X37 

X38 X39 X40 DVAQAMPKI.R R i I lYpAIS 

KPMQMWLPVX41 

wobei X1 bis X41 die oben angegebene Bedeutung haben. 

Des weiteren wird ein Mistellektin-Polypeptid Oder ein Fragment davon, das die Sequenzva- 
riabilitat der verschiedenen MLA- und MLB-Ketten umfaGt. mit der folgenden Sequenz zur 
VerfQgung gestellt 

yKRLRLRVTHQTTGXIEYFRFITL 
r.RDXVSSGSFSMEIPLi, RQSTIp 

VSDAQRFVLVELTNQGX2DSX3TAA 
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IDVTNX4ZVVAYQAGDQSYFI.RDA 
PROAETHliFTGTTRXS 3 3 I. P F X6 G 3 
YX7DLERXAGHRDQIPLGIX8QLIQ 
3 V X9 A L R X10 P G G 3 T R Xll QARSILIL 
I Q M I 3EAARFNPZ L W R X12 R Q X13 I N 
3 G X14 3 F !• P D X1S YMLELETSWGQQS 
TQVQH 3 TD GVFNNPX16RLAI X17 X18 G 
N F V T L X19 N V R X20 VIASLAIMLFVC 
GERPSSSDVRXWPLVIRPVIADD 



5 S S A» 



_T & R X 5£ G « X?1 S M X22 X S V_ 



R 



DDDFHDGNQIQLWP3KSNNDPN 



QLWTIKRD X23 TIRSNGSCLTTYGY 
TAGVYVMI FDCNTAVREATIWQI 
W X24 NGTI INPRSNLVLAASS GIKG 
TTI.TVQTLDYTLGQGWLAGNDTA 



PRE 



VTIYGFRDLCME3K X25 G 3 V W V 



ETC X26 3 3 Q X27 N Q X28 X29 WALYGDGSIR 
PKQNQDQCLT X30 GRDSVSTVIMIV 



3 C 3 X31 X32 3 X33 X34 QRWVFTNE X35 A I L N 
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L K X36 X37 X38 X39 X40 D V 



AQANPKLRRIII 



YPATGKPNQMWI, 



P V X41 



AulJerdem werden Mistellektin-Polypeptide der Mistellektin-A-Kette und Mistellektin-B- 
Kette Oder Fragmente dieser Sequenzen bereitgestellt, die die folgenden Sequenzen 
umschlieften. 

Mistellektin-A: 

YERLRLRVTHQTTGX1EYFRFITI. 



IiRDYVSS GSFS 



NE IPLLRQSTI 



VSDA QRFVLV 



LTNQGX2DSX3T 



A A 



IDVTNX4YVVA 



XQAGDQSYFLR 



D A 



PRGAKTHLFTGTT 



RX5SSLPFX6GS 



YX7DLERYAGH 



RDQIPLGIX8QLIQ 



S V X9 A L R X10 P G G S 



TRX11QARSILIL 



IQMISEAARFNP 



I L W R X12 R Q X13 I N 



3 G X14 3 F !• P D X1S Y 



MLELETSWGQQS 



T0VQHSTDOVFHNPX16RLAIX17XX8G 



H F V T L X19 N V R X20 VIASLAIMLFVC 



G E R P 3 3 3 

Mistellektin-B: 

DDVT CSASE PTVRIVGR X21 G M X22 V D 
VRDDDFHDOHQIQLWP3KSHHDPH 
QLWTIKRDX23TIRSNGSCLTTYGY 
TAGVYVMIFDCNTAVREATIWQIW 

X24 NGTI INPRSNLVIiAAS SGIKGTT 
LTVQT LDYTLGQGWLAGNDTAPRE 

trTTVflFRDLCME3N3E25GSVWVETC 

X26 3 S Q X27 N Q X28 X29 WAI.YGDGSIRPKQN 
QDQCLTX30GRDSVSTVINIVSCSX31 
X32 S X33 X34 QRWVFTNE X35 A I L N I* K X36 X37 
X38 X39 X40 DVAQANPKLRRI I I Y PATG 
KPNQMWLPV X41 

wobei X1 bis X41 die oben angegebene Bedeutung haben. 

Die Sequenz, die die oben beschriebene Variability der in Mistelzellen auftretenden ML- 
l-Polypeptide umfafit, ist in Abbildung 1 b dargestellt Eine spezifische Sequenz fOr 
MLA2 des Mistellektins I, welche ebenfalls nach dem oben dargestellten Verfahren her- 
gestellt wurde, ist in Abbildung 3b dargestellt. Die Abbildungen 7b bis 1 2b umfassen 



spezifische Mistellektin-B-Kettensequenzen, die ebenfalls nach dem oben beschriebe- 
nen Verfahren hergestellt wurden. 




Em werterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum Bereitstellen eines 
Nukleinsauremolekuls, das in einem heterologen Wirt fOr ein Mistellektin-Polypeptid wie 
oben beschrieben kodiert und die folgenden Schritte umfaftt: 

a) Praparieren von Mistelzell-RNA Oder chromosomaler Mistelzell-DNA und 

b) Amplifizieren von Mistelzell-RNA oder chromosomaler Mistellektin-DNA 
durch PCR unter Verwendung von Oligonukleotiden, die von dem in 
Abb.lbdargestellten Mistellektin-Polypeptid abgeleitet sind, und 

c) gegebenenfalls Identifizieren von Sequenzen, die 5' und 3' von der 
amplifizierten Nukleinsaure liegen sowie deren Amplifikation, und 

d) Isolieren der in Schritt b) und/oder c) amplifizierten Nukleinsauremolekule, 
und 

e) gegebenenfalls Ligieren mehrerer der in Schritt b) und/oder c) amplifizier- 
ten Nukleinsauremolekule, so da& ein Nukleinsauremolekul mit vollstandi- 
gem offenen Leseraster erhalten wird und 

f) gezieltes Mutieren des erhaltenen Nukleinsauremolekuls urn das Nuklein- 
sauremolekul dem ublichen genetischen Code des heterologen Wirtes 
fureine der in Mistelzellen identifizierten Mistellektin-Polypeptidisoformen 
anzupassen. 

Zur Praparation von Mistelzell-DNA wurden Mistelpflanzen (Viscum album L ssp. 
ptatyspermum Kell), die von Pappeln aus dem ElsalJ geerntet wurden, in flussigem 
Stickstoff zerstoSen und die chromosomale DNA extrahiert (Beispiel 1). Unter Ver- 
wendung der unten dargestellten, degenerierten Oligonukleotide wurden mit Hilfe 
des PCR-Verfahrens Fragmente der genomischen Mistellektin-DNA amplifiziert 
(Beispiel 2). Die in der PCR-Reaktion eingesetzten degenerierten Oligonukleotide, 
die an Bereiche der MLB-Ketten-DNA hybridisieren, haben die Sequenz: 
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(Bl): 

GTN MGN GAY GAY GAY TTY CA 
(Bll): 

AT YTG RTT NGG YTT NCC NGT 

Die AbkOrzungen der Nukleotide richten sich dabei nach der von der IUPAC-IUB 
Biochemischen Nomenklatur-Kommission vorgeschlagenen Bezeichnung. 

In einem weiteren Reaktionsschritt wurden unter Verwendung von spezifischen Oli- 
gonukleotiden mit Hilfe der RACE-Technik die 5'- und 3'-liegenden Sequenzen des 
ersten Amplifikationsproduktes ermittelt (Beispiel 3). Das fur die 5'-RACE-Reaktion 
benutzte Oligonukleotid hat die folgende Sequenz: 

CAC AGC AGT ATT AC A GTC G AA 

Das fur die 3*-RACE-Reaktion benutzte uiigonuKieona nat dieToigende-Sequenz: 
GTC TAT GTG ATG ATC TTC GAC TGT 

Die so erhaltene vollstandige Nukleinsauresequenz wurde zur Synthese spezifi- 
scher Oligonukleotide benutzt, um mittels PCR einen Gesamtklon zu bekommen. 
Alternativ wurden die teilweise uberlappenden Klone unter Verwendung von geeig- 
neten Restriktionsschnittstellen gespalten, um in einem geeigneten Vektor zusam- 
mengesetzt zu werden, so daB ein vollstandiges offenes Leseraster des Mistellektin 
l-Gens erhalten wurde. In diese DNA-Konstrukte kflnnen durch bekannte Techniken 
gezielt Mutationen eingefuhrt werden, z.B. durch Ersetzen bestimmter DNA- 
Bereiche durch andere DNA-Fragmente, Einfugen von nicht vollstandig homologen 
Oligonukleotiden, etc. Diese Mutationen konnen dazu dienen, einerseits die davon 
abgeleitete Aminosauresequenz zu verandern und so die Aktivitat des Polypeptides 
zu beeinflussen oder andererseits die Nukleinsauresequenz zu variieren, 
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ohne die Aminosauresequenz zu verandern, urn z.B. den bevorzugten Kodonge- 
brauch eines Wirtsorganismus nachzuempfinden. 

Nukleinsauremolekule, die durch dieses Verfahren zur Verfugung gestellt werden 
und fur ein Polypeptid, wie oben beschrieben, kodieren, umfassen die folgenden 
Sequenzen fur ML-I, MLA und MLB Oder Fragmente davon: 

I) ML-I-Seaueny 

TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGAKGAATACTTCCGGTTCATCACG 

CTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAGTCTACG 

ATCCCCGTCTCCGATGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTCACCAACCAGGGGSRRGACTCGRTy 

ACGGCCGCCATCGACGTTACCAATSYKTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGGCGACCAATCCTACTTT 

TTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGCACCTCTTCACCGGCACCACCCGAZ1TCCTCTCTCC 

CATTCAMrGGAAGCTACMCYGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGACCAGATCCCTCTCGGTA 

TAGASCAACTCATTCAATCCGTCWCKGCGCTTCGTTWYCCGGGCGGCAGCACGCGTRCYCAAGCTC 

GTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGATTCAATCCCATCTTATGGAGGK 

MyCGCCAAKAYATTAACAGTGGGGMRTCATTTCTGCCAGACRTGTACATGCTGGAGCTGGAGACGA 

GTTGGGGCCAACAATCCACGCAAGTCCAGCATTCAACCGATGGCGTTTTTAATAACCCAWTyCGGT 

TGGCTATAYCYMCYGGTAACTTCGTGACGTTGWCYAATGTTCGCKMyGTGATCGCCAGCTTGGCGA 
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TCATGTTGTTTGTATGCGGAGAGCGGCCATCTTCCTCTGACGTGCGCTATTGGCCGCTGGTCATAC 



GACCCGTGATAGCCGATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAA 
RTGGCATGYGCGTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCT 
CCAAGTCCAACAATGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATRW4ACCATTCGATCCAATG 
GCAGCTGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTG 
CTGTGCGGGAGGCCACTATTTGGCAGATATGGGRCAATGGGACCATCATGAATCCAAGATCCAATC 
TGGTTTTGGCAGCATCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTACACGT 
TGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGTTTCAGGG 
ACCTTTGCATGGAATCAAATSRAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGWSAGTAGCCAAMAGAACC 
AAZ2ARATGGGCTTTGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAAGACCAATGCCTCAC 
CKBTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGCGSWGSWTCGKSKKSKCA 
GCGATGGGTGTTTACCAATGAAKRS GCCATTTTGAATTTAAAGAVWRGS YYGRY SRTGGATGTGGC 
GCAAGCAAATCCAAAGCTCCGCCGAATAATTATCTATCCTGCCACAGGAAAACCAAATCAAATGTG 

GCTTCCCGTGYYMTGA 

in MLA-Sequenz: 

TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGAKGAATACTTCCGGTTCATGACG 
CTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAGTCTACG 




ATCCCCGTCTCCGA.TGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTCACCAACCAGGGGSRRGACTCGRTY' 

ACGGCCGCCATCGACGTTACCAATSYKTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGGCGACCAATCCTACTTT 

TTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGCACCTCTTCACCGGCACCACCCGAZ1TCCTCTCTCC 

CATTCAMyGGAAGCTACMCYGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGACCAGATCCCTCTCGGTA 

TAGASCAACTCATTCAATCCGTCWCKGCGCTTCGTTWYCCGGGCGGCAGCACGCGTRCYCAAGCTC 

GTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGATTCAATCCCATCTTATGGAGGK 

MYCGCCAAKAYATTAACAGTGGGGMRTCATTTCTGCCAGACRTGTACATGCTGGAGCTGGAGACGA 

GTTGGGGCCAACAATCCACGCAAGTCCAGCATTCAACCGATGGCGTTTTTAATAACCCAWTYCGGT 

TGGCTATAYCYMCYGGTAACTTCGTGACGTTGWCYAATGTTCGCKMYGTGATCGCCAGCTTGGCGA 
TCATGTTGTTTGTATGCGGAGAGCGGCCATCTTCCTCT 

III) MLB-Seauenz: 

GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAARTGGCATGYGCGTG 

GACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCCAACAAT 

GATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATRRMACCATTCGATCCAATGGCAGCTGCTTGACC 

ACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTGCTGTGCGGGAGGCC 

ACTATTTGGCAGATATGGGRCAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAATCTGGTTTTGGCAGCA 

TCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTACACGTTGGGACAGGGCTGG 



CTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGTTTCAGGGACCTTTGCATGGAA 
TCAAATSRAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGWSAGTAGCCAAMAGAACCAAZ2ARATGGGCTT 
TGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAAGACCAATGCCTCACCKBTGGGAGAGACT 
CCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGCGSWGSWTCGKSKKSKCAGCGATGGGTGTTTA 
CCAATGAAKRSGCCATTTTGAATTTAAAGAVWRGSYYGRYSRTGGATGTGGCGCAAGCAAATCCAA 
AGCTCCGCCGAATAATTATCTATCCTGCCACAGGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCCCGTGYYMT 

GA 

Die Nukleotide sind gemail dem IUPAC-IUB Code definiert; bezeichnet die Nukleo- 
tidsequenz GAT AGA oderfehlt, wahrend Z 2 die Nukleotidsequenz GGC bezeichnet 
Oder fehlt. 

Ein spezifisches Nukleinsauremolekul, das nach dem oben angegebenen Verfahren 
dargestellt wurde und die gesamte ML-I kodierende Sequenz umfafit, ist in der Abbil- 
dung 1a gezeigt. Weitere spezifische Nukleinsauremolekule, die fur die MLA-Kette von 
Mistellektin I kodieren und nach dem oben angegebenen Verfahren dargestellt wurden, 
werden in Abbildung 2a und Abbildung 3a gezeigt. In Abbildungen 7a bis 12a sind spe- 
zifische Sequenzen fur MLB-Nukleinsauremolekule, die nach dem oben beschriebenen 
Verfahren dargestellt wurden, aufgefuhrt. Dabei kodiert jede dieser Nukleinsaurese- 
quenzen fOr ein Polypeptid, das durch Proteinsequenzierung des ML-I-Gemisches aus 
naturlichem Mistelextrakt hervorgegangen ist. 

Die vorliegende Erfindung umfafct aufcerdem Nukleinsauremolekule, die fur ein Mistel- 
lektin-Polypeptid, wie oben beschrieben, kodieren und dadurch gekennzeichnet sind, 
dafi der Kodongebrauch an die Bedurfnisse eines heterologen Wirts angepafit ist. 
In Abbildung 4a ist eine solche Nukleinsauresequenz dargestellt, wobei der Kodonge- 
brauch an die bevorzugte Kodonverwendung der Gattung Brassica angepafit ist. Diese 



Gattung wurde ausgewahlt, da sie sowohl als Sommer- als auch als Wlnterform in den 
mittleren Breiten Europas. Nordamerikas und Asiens hervorragend gedeiht. Die Ein- 
satzmdglichkeiten fur Raps zur Produktion von rekombinanten Proteinen konnte von 
verschiedenen Firmen und Forschungsinstituten gezeigt werden. Anwendungsbeispiele 
sind die Produktion von gastrischer Lipase zum Einsatz in der Mukoviszidose-Behand- 
lung oder die Kopplung an Oleosine zur erleichterten Aufreinigung der rekombinanten 
Proteine aus der Lipidphase der RapsOlsamen. 

Die in Abbildungen 5a, 6a und 13a bis 18a dargestellten Sequenzen reprasentieren 
Nukleinsauremolekule. die fur MLA-Polypeptide bzw. fur MLB-Polypeptide des Mistel- 
lektins I kodieren und ebenfalls in ihrer Kodonverwendung an die Gattung Brassica an- 
gepa&t sind. Der Homologiegrad zwischen diesen angepafSten Sequenzen zu den in 
Abb. 2a und 7a dargestellten Nukleinsauresequenzen betrSgt fur MLA ca. 61% und fur 
MLB ungefahr 63%. 

Durch die voriiegende Erfindung wird weiterhin ein Vektor zur Verfugung gestellt, der 
eines der oben beschriebenen Nukleinsauremolekule oder ein Fragment davon sowie 
einen die Expression dieses Nukleinsauremolekuls regulierenden Promotor umfaBt. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthait dieser Vektor in funktioneller Verbindung mit 
den oben beschriebenen NukleinsauremolekQIen einen Promotor, der nur in der vorge- 
sehenen Wirtszelle aktiviert werden kann. Die Wirtszelle kann dabei eine pflanzliche 
oder eine tierische Zelle sein. Wirtszellspezifische Promotoren werden bereits, teilweise 
zusammen mit zelltypspezifischen, regulierbaren Enhancersequenzen, zur selektiven 
Expression von therapeutischen Genen eingesetzt (Walter W. und Stein U., Molecular 
Biotechnology, 1996, 6 (3). S. 267-86). Es wurden ebenfalls Systeme entwickelt, in de- 
nen Induktoren und Repressoren auf einen gentechnisch modifizierten Transkriptions- 
faktorwirken, der spezifisch einen ebenfalls modifizierten Promotor erkennt. Dies erlaubt 
die regulierte Expression von z.B. therapeutischen Proteinen, ohne dabei zelluiare Pro- 
motoren unspezifisch zu aktivieren (Miller N. und Whelan J., Human Gene Therapy, 
1997, 8(7), S. 803-815). 

Ein bevorzugter Vektor ist ein RNA-Vektor, wie z.B. in Kumagai et al. Proc. Natl. Acad. 
Sci., USA, 1993, 90, S. 427-430. beschrieben. Dieses System bietet im Vergleich zu 



anderen Pflanzenexpressionssystemen die Vorteile, dafS erstens hohe Ausbeuten an 
rekombinanten Proteinen erzielt werden kOnnen und zweitens eine wesentlich schnelle- 
re Etablierung des Verfahrens stattfindet, da nur der RNA-Vektor genetisch verSndert 
wird und die Pflanze nach Infektion die Produktion des rekombinanten Proteins auf- 
nimmt. 

Wirtssysteme, die zur heterologen Expression der oben beschriebenen NukleinsSuren 
dienen sollen, kOnnen aus der Bakterienzellen, Pflanzenzellen mit der Ausnahme von 
Mistelzellen; Insektenzellen; Insektenlarven; Vertebratenzellen, bevorzugt SSugerzellen; 
Hefezellen; Pilzzellen; transgene Vertebraten mit Ausnahme des Menschen und/oder 
transgene Pflanzen mit der Ausnahme von Mistelpflanzen umfassenden Gruppe aus- 
gewahlt sein. Dabei werden bevorzugterweise Escherichia coli als Bakterienzellen, 
Rapszellen als Pflanzenzellen, Trichoplusia ni als Insektenlarven, Spodoptera frugiper- 
cfa-Zellen als Insektenzellen und Zebrafische als Vertebraten verwendet. 

Die vorliegende Erfindung umfafit pharmazeutische Zusammensetzungen, die minde- 
stens eines der oben erwShnten NukleinsSuremolekule Oder einen der oben beschrie- 
benen Vektoren enthalten. 

Eine bevorzugte pharmazeutische Zusammensetzung enthSIt zusatzlich Liposomen, die 
die linearen Nukleinsauremolekule bzw. die Vektoren einschlielien, urn sie gegen nu- 
kleolytischen Abbau zu schiitzen. Dabei konnen diese Liposomen auf ihrer Oberfiache 
Zellerkennungsmolekule tragen, die eine selektive Anlagerung an spezifische Zielzellen 
ermOglichen. Solche oberflachenmodifizierten Liposomen der sogenannten "zweiten 
Generation" (z.B. Immunliposomen und "long-circulating liposomes") werden bereits zur 
gezielten Transfektion spezifischer Zelltypen von Krebspatienten erfolgreich eingesetzt 
(Storm G. und Crommelin D.J M Hybridoma, 1997, 16 (1), S. 1 19-125; Thierry A.R. et al. ( 
Gene Therapy, 1997, 4 (3), S. 226-237). 

Eine weitere pharmazeutische Zusammensetzung ist vorgesehen, bei der das iineare 
Nukleinsauremolekul bzw. der Vektor direkt Oder uber ein Linkersystem (z.B. Biotin- 
Streptavidin-Kopplung) an eines der oben beschriebenen MLB-Polypeptide gekoppelt 
wird. Die MLB-Polypeptideinheit vermittelt dabei die Anlagerung des Komplexes an zuk- 



kerhaltige Strukturen auf der Zellmembran und induziert die endozytotische Aufnahme 
des Komplexes. Auf diese Weise kann z.B. eine fur das zytotoxische MLA kodierende 
Nukleinsaure gerichtet in eine Zelle transportiert werden. wo sie anschlieSend in ein 
Protein translatiert wird und dann die zelleigenen Ribosomen inaktiviert. Zusatzlich kann 
ein solcher Komplex Peptide wie z.B. Antikorper, Antikorperfragmente Oder rezeptorbin- 
dende Peptide (Liganden) enthalten. die in der Lage sind, zellspezifische Bindungen 
durchzufuhren. 



Eine weitere bevorzugte pharmakologische Zusammensetzung umfaGt neben dem li- 
nearen NukleinsauremolekGI Oder dem Vektor einen Viruspartikel. In diesem Fall ist ein 
Virus-Vektorbevorzugt. Der Viruspartikel kann dabei auf seiner Oberflache ebenfalls 
ZellerkennungsmolekQIe zur spezifischen Zellerkennung tragen. Diese MolekCile konnen 
z.B. Fusionsproteine von viralen Proteinen mit zellspezifisch bindenden Polypeptiden 
sein. Durch Presentation dieser Peptide auf der Oberflache des Viruspartikels kann eine 
gezielte Anlagerung dieser Partikel erreicht werden (Joelson T. et al., Journal of General 
Virology, 1997, 78 (6), S. 1213-1217; Grabherr R. et al.. Biotechnics. 1997, 22 (4), S. 
730-735). 

Die voriiegende Erfindung umfaftt weiterhin eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
die mindestens eines der oben beschriebenen Mistellektin-Polypeptide und/oder min- 
destens ein Fragment derselben als zytotoxische Komponente enthait. Die pharmazeu- 
tische Effizienz einer solchen Zusammensetzung kann wiederum durch Kopplung der 
Polypeptide oder Polypeptid-Fragmente mit Zellerkennungsmolekulen, die selektiv an 
Zielzellen binden, erhoht werden. In einer bevorzugten AusfQhrungsform der pharma- 
zeutischen Zusammensetzung ist das Zellerkennungsmolekul ein Antikdrpermolekul, ein 
Antikorper-Fragment oder jedes andere Protein- und Peptidmolekul, welches die FShig- 
keit besitzt, spezifisch an die Zielzellen zu binden, z.B. ein Peptidhormon oder ein Frag- 
ment dieses Hormons wie das "gonadotropin-releasing hormone" und solche Fragmen- 
te. die spezifisch an Rezeptoren von Adenokarzinomzellen binden oder Peptide, die bei 
einer speziellen Leukamie-Form an den lnterleukin-2-Wachstumsfaktor Rezeptor der 
Lymhomzellen ("cutaneous T cell lymphoma") binden. Auch Nicht-Protein-MolekQIe, die 
sich in Zielzellen anreichem bzw. an sie binden, wie cis-Platin oder Ham und dessen 
Vorstufen, konnen geeignete ZellerkennungsmolekQIe fur die Kopplung an die zyto- 
toxische Komponente des ML-I sein. Dadurch, dali die zytotoxische Komponente gezielt 



ins Zellinnere der entarteten Zellen gelangt, konnen die Dosis an Toxin relativ gering 
gehalten werden und Nebenwirkungen auf gesundes Gewebe minimiert werden. 

Dabei konnen diese Zielerkennungsmolekiile durch bekannte chemische Verfahren an 
die Mistellektin-Polypeptide gekoppelt werden. Desweiteren istes mfiglich, Fusionspro- 
teine aus oben beschriebenen Polypeptiden und einem geeigneten Antikorper bzw. ei- 
nem Fragment davon in einem der ebenfalls oben beschriebenen Wirtssysteme zu er- 
zeugen. Als Fusionsproteine eignen sich z.B. auch rekombinante Proteine, die aus ei- 
nem hier beschriebenen Polypeptid und einer IL-2 Rezeptor-bindenden "homing"- 
Komponente Oder einem gentechnisch modifizierten Fragment des Gonadotropin- 
Reieasing-Faktors bestehen. 

Eine erfindungsgemaiSe pharmazeutische Zusammensetzung umfaftt mindestens eines 
der oben beschriebenen Polypeptide und/oder ein Fragment davon, in der Regel zu- 
sammen mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager. Dabei last sich den Bedurfnis- 
sen des Patienten entsprechend eine bestimmte Mischung verschiedener MLA- 
und/oder MLB-Polypeptide zusammenstellen. Urn die DiversitSt der Mistellektin-l-lso- 
enzyme des naturlichen Mistelextraktes nachzuempfinden, enthalt eine zytotoxiscne 
Zusammensetzung bevorzugt mehrere bzw. alle der oben angegebenen MLA/MLB- 
Polypeptide. Der pharmazeutisch vertragliche Trager kann ein Puffer, ein Verdun- 
nungsmittel, ein Fullstoff, Losungsmittel, Gleitmittel. Geschmacksstoff, Bindungsmittel, 
Konservierungsmittel und/oder einschliefcendes Material sein. Die pharmazeutische Zu- 
sammensetzung wird so formuliert, dali sie sowohl zur oralen als auch parenteralen 
Verabreichung, insbesondere der subkutanen, intramuskuiaren und intravenosen Ver- 
abreichung geeignet ist. Bei bestimmten Erkrankungen konnen auch inhalative. rektale, 
vaginale und kutane Darreichungsformen zur Anwendung kommen. 

Ein oben erwahntes erfindungsgemaiies Mistellektin-Polypeptid Oder ein Fragment da- 
v on kann aufgrund einer anti-tumoriqenen Wirkung zur Herstellung eines Medikamentes 
zur Behandlung von unkontrolliertem Zellwachstum, z.B. von Krebs eingesetzt werden. 
Des weiteren kann ein solches Mistellektin-Polypeptid Oder ein Fragment davon, dessen 
zytotoxische Aktivitat, z.B. durch Veranderungen am aktiven Zentrum (Aminosauren Y 7 s, 
Y11S, E165, Rise. W 199 ) blockiert wurde, in Verbindung mit mindestens einem weiteren An- 
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tigen zur Herstellung eines Medikamentes dienen. welches die Immunreaktion gegen 
das weitere Antigen zu starken vermag. Aus z.B. dem europaischen Patent 0 320 528 
sind bereits Proteine bekannt (Hamocyanine und Arylphorine). die eine stark antigene 
Reaktion hervorrufen konnen. Ahnlich wie diese Substanzen kfinnen auch die erfin- 
dungsgemaBen Mistellektine eine Aktivierung von T-Lymphozyten und Lymphokin- 
produzierenden Makrophagen auslOsen und dadurch die kflrpereigene Abwehr starken. 

Weiterhin umfaSt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Herstellen eines Mistel- 
lektin-Polypeptides in Mistelzellen und/oder einer transgenen Mistelpflanze mit der fol- 
genden Sequenz: 




XERLRLRVTHQTTGXlEyFRFITL 

LR OyvsSGSFSKEIPLLRQSTIP 

VSDAQRFVLVELTMQGX2DSX3TAA 

IDVTNX4YVVAYQAGDQSYFLRDA 

PRGAETHLFTGTTRX5SSI.PFX6GS 

YX7DI.ERXAGHRDQIPLGIX8QI.IQ 

SVX9ALRX10PGGSTRX11QARSILIL 

IQMISEAARFNPILWRX12RQX13IN 

SGX14SFLPDX1SXMLELETSWGQQS 

TQVQH3TDGVFNMPX16RLAIX17X18G 

N F ~V T~ £T XI 9 N V R X20 V~ T ~A~ ~S L A l"~M~ L ~F~V ~C 

GERPSSSDVRXWPI.VIRPVIADD 
VTCSASEPTVRIVGRX21GMX22VDV 




RDDDFHDGNQIQLWP3K3NNDPN 
QLWTIKRD X23 TIRSNGSCLTTYGY 
TAGVYVMI FDCNTAVREATIWQI 
W X24 MGTI INPRSNLVLAAS 3GIKG 
TTLTVQTLDYTI.GQGWLAGNDTA 
PREVT I YGFRDLCMESN X25 G S V W V 
ETC X26 3 3 Q X27 N Q X28 X29 WALYGDGSIR 
PKQNQDQCLT X30 GRDSVSTVINIV 
3 C 3 X31 X32 S X33 X34 QRWVFTNE X35 A I L N 

JL SU-XM X33 3G8 3Q9 XAQ Q X A Q A N P K L R R I I I 

XPATGKPNQMWI.PV X41 

umfassend den Schritt des Exprimierens eines eukaryontischen Vektors, der eine fur 
das Mistellektin-Polypeptid Oder ein Fragment davon kodierende NukleinsSure mit der 
ursprunglich in Mistelzell-DNA gefundenen Nukleinsfluresequenz enth^lt, in einer Mi- 
stelzelle oder einer transgenen Mistelpflanze, wobei das Transkriptionsprodukt dieses 
NukleinsauremolekQIs in Mistelzellen oder transgenen Mistelpflanzen durch RNA-Editing 
und weitere normaierweise vorkommende posttranskriptionale und/oder posttranslatio- 
nale Mechanismen modifiziert wird und damit gegebenenfalls zur Herstellung des natur- 
lichen MisteHj^nqemi sches fuhrt 

wobei X1 D oder E ist; X2 G oder Q ist; X3 I oder V ist; X4 L oder A ist; X5 DR ist oder 
fehlt; X6 N oder T ist; X7 P Oder T ist; X8 D oder E ist; 9 S oder T ist; X1 0 F oder Y ist; 
X1 1 T oder A ist; X1 2 A oder Y ist; X1 3 Y oder D ist; X1 4 A oder E ist; X1 5 V oder M ist; 



X16 I Oder F ist; X17 P Oder S ist; X18 P Oder T ist; X19 T Oder S ist; X20 D Oder S ist; 
X21 N Oder S ist; X22 C Oder R ist; X23 G Oder N ist; X24 G Oder D ist; X25 G Oder Q ist; 
X26 V Oder D ist; X27 Q oder K ist; X28 G ist Oder fehlt; X29 R Oder K ist; X30 C Oder S 
Oder V ist; X31 A oder G ist; X32 G Oder A ist; X33 S Oder G ist; X34 G Oder S ist; X35 G 
Oder Y ist; X36 N Oder S oder T Oder K ist; X37 S Oder G ist; X38 L Oder P ist; X39 A 
oder M ist; X40 M oder V ist; X41 P oder F ist. 

In Anlehnung an das oben beschriebene Verfahren werden zwei weitere Verfahren zum 
Herstellen der Mistellektin-A-Kette und der Mistellektin-B-Kette oder einem Fragment 
davon bereitgestelllt, welche die folgenden Sequenzen oder ein Fragment davon um- 
fassen: 



Mistellektin-A: 



YERLRLRVTHQT 
IiRDYVSSGSFSM 
VSDAQRFVIiVBZi 
IDVTNX4YVVAYQ 
PRGAETH LFTGT 
YX7DLERZAGHRD 
S V X9 A L R X10 P G G S 
I Q M I SEAARFNP 
3 G X14 3 F It P D X15 X M 
TQVQH3TDGVFN 
N F V T L X19 H V R X20 V 



TGX1EYFRFITL 

EIPIbIiRQSTIP 

TNQGX2DSX3TAA 

AGDQSYFL RDA 
TRX5SSLPFX6GS 
QIPLGIX8QI.IQ 
TRX11QARSILIL 
I L W R X12 R Q X13 I N 
LELET3WGQQ3 
N P X16 R L A I X17 X18 G 
IASLAIMLFVC 



G E R P 3 3 3 

Mistellektin-B: 

DDVTCSASEPTVRI VGR X21 G M X22 V D 
VRDDDFHDGNQIQLWPSKSNNDPN 
QLWTIKRD X23 TIRSNGS CLTTYGY 
TAGVYVMI FDCNTAVREAT IWQIW 
X24 NGTX INPRSNLVLAAS SGIKGTT 
liTVQT LDYTIiGQGWIiAGNDTAPRE 
VTIYGFRDLCMESN X25 GSVWVETC 

^ q jg^^ w ^ -j ^ q, g g g J ^ p g Q 

Q D Q C L T X30 GRDSVSTVIN IVSCS X31 
X32 S X33 X34 QRWVFTNE X35 A I L N L K X36 X37 
X38 X39 X40 DVAQANPKLRRI I I YPATG 
KPNQMWL PV X41 

Ein erfindungsgemSSes Verfahren zum Bereitstellen eines Nukleinsauremolekuls, das in 
einer Mistelzelle Oder einer transgenen Mistelpflanze fur die oben erwShnten Mistellek- 
tin-Polypeptide kodiert, umfalit die folgenden Schritte: 

a) Praparieren von Mistelzell-RNA oder chromosomaler Mistelzell-DNA und 



b) Amplifizieren von Mistelzell-RNA Oder chromosomaler Mistellektin-DNA 
durch PCR unter Verwendung von Oligonukleotiden, die von der in 
Abb. 1b dargestellten Mistellektin abgeleitet sind, und 

c) gegebenenfalls Identifizieren von Sequenzen, die 5" und 3' von der 
amplifizierten Nukleinsaure liegen sowie deren Amplifikation, und 

d) Isolieren der in Schritt b) und/oder c) isolierten NukleinsauremolekGle, und 

e) gegebenenfalls Ligieren mehrerer der in Schritt b) und/oder c) isolierten 
Nukleinsauremolekule, so daft ein Nukleinsauremolekul mit vollstandigem 
offenen Leseraster erhalten, und 

f) gegebenenfalls gezieltes Mutieren des erhaltenen Nukleinsauremolekuls, 
urn das NukleinsSuremolekul dem ublichen genetischen Code fflr eine 
der in Mistelzellen identifizierten Mistellektin-Polypeptidisoformen anzu- 
passen und/oder die Expression zu optimieren. 

Zuerst wird pflanzliche RNA Oder DNA vorzugsweise aus Frischmaterial durch verschie- 
dene, allgemein bekannte Verfahren isoliert (Quiagen Versuchsprotokoll, Nickrent, D.L. 
et al.. American journal of Botany, v.81, n.9, (1994): 1149-1160; Beispiel 1). Unter Ver- 
wendung derim Beispiel 1 beschriebenen degenerierten Oligonukleotide Bl und Bll, die 
von dem in Abbildung 1b dargestellten Mistellektin-Polypeptid abgeleitet sind. wird das 
Mistellektin- l-Gen in einer PCR-Reaktion, deren Bedingungen in Beispiel 2 aufgefuhrt 
sind, amplifiziert. Falls dieser Amplifikationsschritt nicht das vollstandige offene Lesera- 
ster von MU umfa&t, kann unter Verwendung der RACE-Technik mit den in Beispiel 3 
angegebenen entsprechenden Oligonukleotiden der 5'- und 3'-Bereich der amplifizierten 
NukleinsSuren identfiziert werden. Die so gewonnenen Nukleinsauremolekule werden 
isoliert und gegebenenfalls unter Verwendung geeigneter Restriktionsschnittstellen so in 
einen Vektor ligiert, daG dieser das vollstandige offene Leseraster enthalt. Ein in diesem 
Vektor enthaltenenes NukleinsauremolekGI Oder ein Fragment davon, das in einer Mi- 
stelzelle Oder einer transgenen Mistelpflanze fur ein wie oben beschriebenes Polypeptid 
kodiert, umfaBt die folgende Sequenz: 



: -is : : ~ : . ..: 
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n ML- l-Seauenz: 

TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGAKGAATACTTCCGGTTCATCACG 
CTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAGTCTACG 
ATCCCCGTCTCCGATGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTCACCAACCAGGGGSRRGACTCGRTY 
ACGGCCGCCATCGACGTTACCAATSYKTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGGCGACCAATCCTACTTT 
TTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGCACCTCTTCACCGGCACCACCCGA2 1 TCCTCTCTCC 
CATTCAMYGGAAGCTACMCyGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGACCAGATCCCTCTCGGTA 
TAGASCAACTCATTCAATCCGTCWCKGCGCTTCGTTWyCCGGGCGGCAGCACGCGTRCYCAAGCTC 
GTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGATTCAATCCCATCTTATGGAGGK 

GTTGGGGCCAACAATCCACGCAAGTCCAGCATTCAACCGATGGCGTTTTTAATAACCCAWTYCGGT 
TGGCTATAYCYMCYGGTAACTTCGTGACGTTGWCYAATGTTCGCKMYGTGATCGCCAGCTTGGCGA 
TGATGTTGTTTGTATGCGGAGAGCGGCCATCTTCCTCTGACGTGCGCTATTGGCCGCTGGTCATAC 
GACCCGTGATAGCCGATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAA 
RTGGCATGYGCGTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCT 
CCAAGTCCAACAATGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATRRMACCATTCGATCCAATG 
GCAGCTGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTG 
CTGTGCGGGAGGCCACTATTTGGCAGATATGGGRCAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAATC 



TGGTTTTGGCAGCATCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTACACGT 

TGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGTTTCAGGG 

ACCTTTGCATGGAATCAAATSRAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGWSAGTAGCCAAMAGAACC 

AAZ2ARATGGGCTTTGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAAGACCAATGCCTCAC 

CKBTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGCGSWGSWTCGKSKKSKCA 

GCGATGGGTGTTTACCAATGAAKRSGCCATTTTGAATTTAAAGAVWRGSYYGRYSRTGGATGTGGC 

| SCAAGCAAATCCAAAGCTCCGCCGAATAATTATCTATCCTGCCACAGGAAAACCAAATCAAATGTG 
GCTTCCCGTGYYMTGA 

Ein erfindungsgemailes Nukleinsauremolekul Oder ein Fragment davon. das in einer 
Mistelzelle Oder einer transgenen Mistelpflanze fQr eine der oben erwahnten MLA- 
Polypeptide kodiert, umfafSt die folgende Sequenz: 

II) MLA-Seauenz: 

TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGAKGAATACTTCCGGTTCATCACG 

CTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAGTCTACG 

ATCCCCGTCTCCGATGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTCACCAACCAGGGGSRRGACTCGRTY 

ACGGCCGCCATCGACGTTACCAATSYKTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGGCGACCAATCCTACTTT 

TTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGCACCTCTTCACCGGCACCACCCGAZ 1 TCCTCTCTCC 

CATTCAMrGGAAGCTACMCYGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGACCAGATCCCTCTCGGTA 

TAGASCAACTCATTCAATCCGTCWCKGCGCTTCGTTWY'CCGGGCGGCAGCACGCGTRCYCAAGCTC 



GTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGATTCAATCCCATCTTATGGAGGK 
MyCGCCAAKAYATTAACAGTGGGGMRTGATTTCTGCCAGACRTGTACATGCTGGAGCTGGAGACGA 
GTTGGGGCCAACAATCCACGCAAGTCCAGCATTCAACCGATGGCGTTTTTAATAACCCAWTYCGGT 
TGGCTATAYCYMCYGGTAACTTCGTGACGTTGWCYAATGTTCGCKMyGTGATCGCCAGCTTGGCGA 

Des weiteren wird ein Nukleinsauremolekul oder ein Fragment davon, das in einer Mi- 
stelzelle oder in einer transgenen Mistelpflanze fur eines der oben erwShnten MLB- 
Polypeptide kodiert, mit der folgenden Sequenz zur Verfugung gestellt: 

llh MLB-Seauenz: 

GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAARTGGCATGYGCGTG 
GACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCCAACAAT 
GATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATRBMACCATTCGATCCAATGGCAGCTGCTTGACC 
ACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTGCTGTGCGGGAGGCC 
ACTATTTGGCAGATATGGGRCAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAATCTGGTTTTGGCAGCA 
TCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTACACGTTGGGACAGGGCTGG 
CTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGTTTCAGGGACCTTTGCATGGAA 
TCAAATSRAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGWSAGTAGCCAAMAGAACCAAZ2ARATGGGCTT 
TGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAAGACCAATGCCTCACCKBTGGGAGAGACT 
CCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGCGSWGSWTCGKSKKSKCAGCGATGGGTGTTTA 
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CCAATGAAKRSGCCATTTTGAATTTAAAGAVWRGSYYGRYSRTGGATGTGGCGCAAGCAAATCCAA 

AGCTCCGCCGAATAATTATCTATCCTGCCACAGGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCCCGTGYYMT 
GA 

Die Nukleotlde sind gemaiJ dem IUPAC-IUB Code definiert; Z, bezeichnet zusatzlich die 
Nukleotidsequenz GAT AGA Oder fehlt, wahrend Z 2 die Nukleotidsequenz GGC be- 
zeichnet oderfehlt 





Ein spezifisches Nukleinsauremolekiil, das in einer Mistellzelle Oder in einer transgenen 
Mistelpflanze exprimiert werden soil und fur ML-I kodiert, ist in Abbildung 1 a dargestellt. 
Desweiteren sind spezifische Nukleinsauremolekiile zur Expression in Mistelzellen Oder 
einer transgenen Mistelpflanze. die fur MLA-Polypeptide kodieren, in Abbildungen 2a 
und 3a dargestellf in Abbildungen 7a bis 12a werden NukleinsSuresequenzen gezeigt, 
die fur MLB-Polypeptide. wie oben beschrieben, kodieren und ebenfalls zur Expression 
in Mistelzellen und/oder transgenen Mistelpflanzen vorgesehen sind. Die Expression 
dieser rekombinanten Nukleinsauren, die die im naturlichen Mistelextrakt vorgefunde- 
nen posttranskriptionalen Anderungen der Polypeptidketten bereits in ihrer DNA-Se- 
quenz kodiert haben, hat gegenuber der Expression der naturlichen ML-I-DNA den 
Vorteil, daS erstens eine grOSere Menge an rekombinantem Protein erzeugt wird. da der 
teilweise limitierende ProzeS der posttranskriptionalen Modifikation entfailt und zweitens 
die Zusammensetzung eines Mistellektin l-Gemisches wesentlich besser kontrolliert 
werden kann. Es ist ebenfalls beabsichtigt, Mistellektin-Nukleinsauremolekule in Mistel- 
zellen und/oder transgenen Mistelpflanzen zu exprimieren, die in ihrer Kodonverwen- 
dung so modifiziert sind, daS dadurch die Expressionsrate optimiert wird. 

Des weiteren stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Herstellen eines der 
oben beschriebenen Polypeptide zur Verfugung. welches das Modifizieren von Zucker- 
seitenke tten durch enzymatische und/oder chemische Erga nzung, Entfemung und/oder 
Anderung einer Oder mehrerer Seitenketten umfalit (Macindoe W.M. et al.. Carbohydra- 
te Research, 1995. 269 (2):227-57; Meynial-Salles I. & Combes D.. J. Biotechnol., 1996. 
46(1), 1-14; Wong S.Y., Current Opinion in Structural Biology, 1995. 5(5), 599-604). Da- 
durch kann die jn_viyo-Aktivitat einzelner MLA- und/oder MLB-Ketten verstarkt oder ab- 
geschwacht werden bzw. bei eventuellen Abweichungen in Abhangigkeit vom Expres- 



sionssystem den natOrtichen Mistellektinen optimal nachempfunden werden. Es ist 
ebenfalls vorgesehen, derartlg modifizierte Mistellektlne einer erfindungsgemaiJen 
pharmazeutischen Zusammensetzung zuzusetzen. 



Die folgenden Abbildungen und Beispiele eriautem die Erfindung: 
Abb. A: Darstellung eines Mistellektin-I-Dimers. 

Abb. 1 : Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
ML I. 

Abb. 2: Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin A1. 

Abb. 3: Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin A2. 

Abb.4: Darstellung der Nukleinsauresequenz von ML I. wobei die NukleinsSurese- 
quenz dem Kodongebrauch von Brassica angepaftt ist. 

Abb.5: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektin A1 , wobei die Nuklein- 
sauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepafct ist 

Abb.6: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektion A2, wobei die Nu- 
kleinsauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepalit ist. 

Abb.7: Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin B. 

Abb.8: Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin B1. 

Abb.9: Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin B2. 

Abb. 10: Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin B3. 
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Abb. 1 1 : Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin B4. 

Abb. 12: Darstellung der (a) Nukleinsauresequenz und (b) Aminosauresequenz von 
Mistellektin B5. 

Abb. 1 3: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektin B, wobei die Nuklein- 
sauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepalit ist. 

Abb. 1 4: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektin B1 , wobei die Nuklein- 
sauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepaftt ist. 

Abb. 1 5: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektin B2, wobei die Nuklein- 
sauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepaftt ist. 

Abb. 16: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektin B3, wobei die Nuklein- 
sauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepalSt ist. 

Abb. 1 7: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektin B4, wobei die Nuklein- 
sauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepaftt ist. 

Abb. 1 8: Darstellung der Nukleinsauresequenz von Mistellektin B5, wobei die Nuklein- 
sauresequenz dem Kodongebrauch von Brassica angepaGt ist. 

Beispiel 1 

Es wurden Mistelpflanzen der Art Viscum album L ssp. platyspermum Kell von im Elsaft 
wachsenden Pappeln geemtet und direkt nach der Emte eingefroren. Das Pflanzenma- 
terial wurde im Labor in flussigem Stickstoff zerstoSen und anschlieftend die DNA von 
100 mg Pflanzenmaterial durch das im DNeasy Plant Mini-Handbook 09/96 von 
Quiagen beschriebene Verfahren isoliert 



Beispiel 2 

PCR-Bedinaunoen zur Amplifikation von Mistellektin-I-DNA: 




FOr die Ampliation von genomischer Mistellektin-I-DNA wurden 1 00 ng Template- 
DNA, prapariert wie in Beispiel 1 angegeben, in einer PCR-Reaktion mit 30 Zyklen unter 
Verwendung von Taq-Polymerase (Boehringer Mannheim) verwendet. Der Template- 
DNA wurden 1 pg Primer, MgCI 2 (Endkonzentration 2 mM), Nukleotidgemisch A, T, C, G 
(Endkonzentration 0,2 mM) und 2.5 Einheiten Taq-Polymerase zugesetzt. Die Reaktion 
wurde durch einen Denaturierungsschritt der DNA fur 5 Minuten bei 94'C als Hotstart- 
PCR gestartet Dabei vermischten sich das Enzym und die restlichen Reagenzien erst 
nach dem eine Wachsbarriere zwischen den Komponenten geschmolzen war. Die 30 
anschliedenden Zyklen werden unter folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 

Denaturierung 94"C 30Sekunden 

Annealing 55X 30 Sekunden 

Amplifikation 72'C 1 Minute 

lm AnschluB an die 30 Zyklen wurde noch eine 7-minutige Verlangerungsreaktion bei 
72-C durchgefuhrt, bevor die Reaktionsmischung auf 4'C heruntergekiihlt wurde. 

Die in der PCR-Reaktion eingesetzten Primer hybridisierten mit Fragmenten der fur MLB 
kodierenden genomischen DNA und hatten die folgenden Sequenzen: 

SI. GTN MGN GAY GAY GAY TTY CA 
B2: AT YTG RTT NGG YTT NCC NGT 

Die Nukleotide sind gemaiJ dem lUPAC-IUB-Code definiert. 

Das Oligonukleotid B1 hybridisierte an den Nukleinsaurebereich. der den Aminosauren 
24 bis 30 der MLB-Sequenz entspricht, wahrend das Oligonukleotid B2 an die fur die 
Aminosauren 253-258 von MLB kodierende komplementare DNA-Sequenz hybridi- 



sierte. 
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Beispiel 3 

Urn die angrenzenden 3 - und S'-Sequenzen der in Beispiel 2 amplifizierten DNA zu 
ermitteln, wurde die RACE-Technik verwendet 2 pg RNA-Template wurden in cDNA- 
Synthese Puffer (Endkonzentration: 20mM Tris-HCI, 8 mM MgCI 2t 30 mM KCI, 1 mM 
Dithiotreitol; pH 8,5 (20°Q) mit AMV reverser Transkriptase, den Deoxynukleotiden und 
dem spezifischen Primer (s.u.) versetzt und 60 min bei 65°C inkubiert. Anschliefiend 
wurde die Probe 10 min bei 65°C inkubiert Nach der Aufreinigung des ersten cDNA- 
Stranges wurde mit 2/5 der synthetisierten cDNA die , Tailing"-Reaktion mit terminaler 
Transferase durchgefuhrt. Nach der Tailing-Reaktion erfolgte eine PCR mit dem Oligo- 
dT-Anker-Primer und dem spezifischen Primer (Inkubationsbedingungen s.o., mit Aus- 
nahme der Annealingtemperatur, die auf 50°C gesenkt wurde). 

Zur Ermittlung der 5-Bereiche der in Beispiel 2 amplifizierten Nukleinsauremolekule wird 
das Oligonukleotid mit folgender Sequenz benutzt: 

CAC AGC AGT ATT ACA GTC GAA 

Eine zu diesem Oligonukleotid komplementare DNA-Sequenz kodrert die Aminosaure- 
sequenz 79-85 des MLB-Polypeptides. Urn in einem entsprechenden Experiment die 3'- 
Bereiche der amplifizierten Nukleinsauremolekiile zu ermitteln, wurde das Oligonukleotid 
mit derfolgenden Sequenz eingesetzt: 

GTC TAT GTG ATG ATC TTC GAG TGT 

Diese NukleinsSuresequenz kodiert fur den Aminosaurebereich 74-81 des MLB- 
Polypeptids. Fur die 3'-RACE-Reaktion wurden dieselben Inkubationsbedingungen wie 
bei der S'-RACE verwandt, mit Ausnahme der 'Tailing'-Reaktion, die hierwegen des 
polyA-Schwanzes der mRNA nicht ncitig ist In beiden Verfahren wurde als zweiter 
Primer der Olgio-dT-Anker-Primer des Boehringer Mannheim Kits verwendet. 

Beispiel 4 



Pharmazeutische Zusammensetzuno mit zvtotoxischer Wirkuna: 



Mistel-, Tabak- und Rapszellen werden mit RNA-Vektoren, die fur MLA1 und MLA2 ko- 
dieren, transfiziert, die Zellen jeweils nach einigen Tagen geemtet und die MLA1- und 
MLA2-Proteine durch Affinitatschromatographie gereinigt Als Gelmaterial wird Divinyl- 
sulfon (DVS)-aktivierte Lactose-gekoppelte Sepharose 4B (Pharmacia) eingesetzt. 
Durch Behandlung mit 0,2 M HCI wird das Material aktiviert. d.h. die Sepharose-Struktur 
wird teilweise hydrolysiert und Zuckerbindungsstellen werden freigelegt, an welche die 
Lektine binden konnen. 100 ml Gelmaterial werden mit 0.2 M HCI in einem Buchner- 
Trichter gewaschen und in 200 ml 0.2 M HCI suspendiert Durch 3.5-stiindige Inkubation 
der Suspension bei 50°C im Wasserbad erfolgt die Hydrolyse des Gelmaterials. Die 
Suspension wird mit Wasser und anschlielSend mit Peptideluent (0,05 M K 2 HP0 4 x 
3H 2 0, 0,15 M NaCI. pH 7,0) saurefrei gewaschen. Dann wird die Suspension entgast. 
der Peptideluent abgesaugt, das zahfliissige Gelmaterial in eine Leersaule XK50/30 (3 x 
50 cm; Pharmacia) gefullt und mit Peptideluent pH 7.0 mit einer FlielJgeschwindigkeit 
von zuerst 2.5 ml/min und dann 5 ml/min gepackt. Die Saule wird mit dem gleichen Elu- 
ent bei einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min equilibriert. Das aus den transfizierten 
Mistelzellen gewonnene Zellextrakt wird zentrifugiert und der Uberstand auf die Saule 
geladen. Die Auftrennung wird bei einer FlieGgeschwindigkeit von 1 ml/min mit Peptide- 
— l u ent p H 7 0 durchg efQftftr'Bi e L e ktino wofdefl-v om S auleflroa tenaLmit , einem J? . uffer aus ... 
0.2 M Lactose in Peptideluent pH 7.0 bei einer Flieftgeschwindigkeit von 2 ml/min elu- 
iert. Die Elution des Lektins von der Saule wird durch Messung der Absorption bei 206 
nm gemessen. Die Lektin enthaltenden Fraktionen werden gesammelt. eingefroren und 
lyophilisiert. Falls gewiinscht, kann ein weiterer Reinigungsschritt uber eine HPLC-Saule 
erfolgen. Dazu eignet sich eine VydacC4 300 A-Saule, die bei einer Flieftgeschwindig- 
keit von 300 Ml/min und einem Gradienten von 20% bis 100% B in 60 Minuten gefahren 
wird, wobei Elutionsmittel A 0.17% TFA in Wasser ist und Elutionsmittel B 0,15% TFA in 
80% CH 3 CN in Wasser ist. Die Elution der Mistellektine wird bei einer Wellenlange von 
214 nm detektiert. 

Die gereinigten MLA1- und MLA 2-Polypeptide werden an ein geeignetes Zellerken- 
nungsmolekul gekoppelt. Ist das Zellerkennungsmolekul em mono- Oder polyklonaier 
Antikorper, kann dieser z.B. unter Verwendung von Glutaraldehyd an das zytotoxische 
MLA1 Oder MLA2 gebunden werden Oder direkt als chimares Fusionprotein (Antikorper- 
MLA) in den entsprechenden Expressionssystemen exprimiert werden. 
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Beispiel 5 



Pharmazeutische Zusammensetzuno: 

Mistelzellen werden mit RNA-Vektoren transfiziert, die fur die Mistellektine MLA1 und 
MLA2 sowie Mistellektine MLB bis MLB6 kodieren, transfiziert. Nach einigen Tagen wer- 
den die Mistellektinmonomere bzw. -dimere durch Verfahren wie in Beispiel 4 beschrie- 
ben aus den Mistelzellen extrahiert und gereinigt. Die so erhaltenen Monomere kOnnen 
invitro zu heterologen und homologen Dimeren fusioniert werden. Auf diese Weise 
entsteht eine Vielzahl von unterschiedlichen Kombinationen der einzelnen MLA- und 
MLB-Polypeptide. Das so hergestellte heterogene Gemisch an ML- l-Dimeren und - 
Monomeren wird lyophilisiert und zur Formulierung mit einem geeigneten Trager ver- 
wendet. 
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PatentansprQche 

1. Verfahren zum Herstellen eines Mistellektin-Polypeptides im heterologen System mit 
der Sequenz: 

YERLRI.RVTHQTTGX1EYFRFITI. 

I.RDYVSSGSFSNEIPI.I.RQSTIP 

VSDAQRFVLVELTNQGX2DSX3TAA 

IDVTNX4YVVAYQAGDQSYFLRDA 

PRGAETHLFTGTTRXSSSI.PFX6GS 

Y X7 DliERZAGHRDQl PLGI X8 Q !• I Q 
SVX9ALRX10PGGSTRX11QARSILII. 

q M I S E A A R F N P I L W R X12 R Q X13 I N 
3GX14SFLFDX15YMI.EI.ETSWGQQ3 
TQVQHSTDGVFNNPX16RLAIX17X18G 

N F V T Zi X19 N V R X20 VIASLAIMLFVC 

GERP SSSDVRYWPLVXRPVIADD 

VTCSASEPTVRIVGRX21GMX22VDV 

RDDDFHDGNQIQLWPSKSNNDPN 

QLWTIKRDX23TIRSNGSCLTTYGX 

TAGVYVMIFDCNTAVREATIWQI 



• • • 

• •••^^^k • • • 

^^^m • • • a • • 

• • • 

WX24NOTIIMPRSNI. VLAASSGIKG 
TTLTVQTLDXTLGQSWtAGMDTA 
PREVTIXGPRDI.CME3NX25GSVWV 
ETC X2«SSQJC27NQX28 X29 WALTGDGSIR 
PKQMQDQCX.T X30 GROSVSTVINIV 
SCSX31X32SX33 X34 QRWVPTMEX35AILN 
LKX36 X37 X38 X39 X40 DVAQAMPKLRRIII 
YPATGRPHQMWIiPV X41 

Oder eines Fragmentes davon, umfassend den Schritt des Exprimierens mit Hilfe eines 
eukaryontischen Oder prokaryontischen Vektors, in den eine nach dem ublichen geneti- 
schen Code fQr das Mistellektin-Polypeptid Oder ein Fragment davon kodierenden Nu- 
kleinsaure kloniert ist, in einem geeigneten heterologen eukaryontischen oder pro- 
karyontischen Wirt, 

wobei X1 D Oder E ist; X2 G Oder Q ist; X3 I oder V ist; X4 L oder A ist; X5 DR ist Oder 
fehlt; X6 N oder T ist; X7 P oder T ist; X8 D oder E ist; X9 S oder T ist; X10 F oder Y ist; 
X1 1 T oder A ist; X1 2 A Oder Y ist; X1 3 Y Oder D ist; X1 4 A oder E ist; X1 5 V oder M ist; 
X16 I oder F ist; X17 P oder S ist; X18 P oder T ist; X19 T oder S ist; X20 D oder S ist; 
X21 N oder S ist; X22 C Oder R ist; X23 G Oder N ist; X24 G oder D ist; X25 G oder Q ist; 
X26 V oder D ist; X27 Q oder K ist; X28 G ist Oder fehlt; X29 R oder K ist; X30 C oder S 
oder V ist; X31 A oder G ist; X32 G Oder A ist; X33 S oder G ist; X34 G Oder S ist; X35 G 
oder Y ist; X36 N oder S Oder T Oder K isf X37 S Oder G ist; X38 L Oder P ist; X39 A 
oder M ist; X40 M oder V ist; X41 P oder F ist. 




2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Mistellektin-Polypeptid der Mistellektin-A-Kette 
(MLA) Oder einem Fragment davon entspricht und die folgende Sequenz Oder ein 
Fragment davon umfa&t: 

YERLRLRVTHQTTGX1EYFRFITL 
LRDYVSSGSFSNEIPI.LRQSTIP 
V3DAQRFVLVEI.TNQGX2DSX3TAA 
IDVTNX4YVVAYQAGDQSYFLRDA 
PRGAETHLFTGTTRX5SSI.PFX6GS 
Y X7 DLERYAGHRDQI PLGI X8 Q L I Q 
3 V X9 A L R X10 P G G S T R Xll QARSILZL 
IQMI3EAARFNPII.WRX12RQX13I N 
3 G X14 3 F X. P D XX5 YMLELETSWGQQS 
TQVQHSTDGVFNNP X16 R L A I X17 X18 G 
N F V T L X19 N V R X20 VIASLAIMLFVC 
G E R P 3 3 3 

wobei X1 bis X20 die oben angegebene Bedeutung haben. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Mistellektin-Polypeptid der Mistellektin-B-Kette 
(MLB) Oder einem Fragment davon entspricht und die folgende Sequenz Oder ein 
Fragment davon umfaSt: 
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DDVTCSASEPTVRIVORX21GMX22VO 
VRDDDFHDGMQIQI.WPSKSMNDPM 
QLWTIKRO X23 TIRSNGSCLTTYGY 



TAGVXVMIFDCNTAVR 



A T I W Q I W 



X24NGTIINPRSMLVI.AASSGIKGTT 
LTVQ TLDYTI.GQGWI.AGNDTAPRE 



VTIYGPRDLCMESN X25 G S V W 



V E T C 



X26 S S Q X27 N Q X28 X29 WALYGDGS IRPKQN 
Q O Q C Xi T X30 GRDSVS TVINIVSCS X31 
X32SX33 X34 QRWVFTNEX35AILMLKX36X37 
X38 X39 X40 OVAQANPKLRRIIIYPATG 



KPNQMWLPV X41 



wobei X21 bis X41 die oben angegebene Bedeutung haben. 
4. Mistellektin-Polypeptid mit der Sequenz: 

TfERLRtRVTHQTTGXlEYPRFITL 
LRDYVSSGSFSNEIPI.LRQSTIP 
VS DAQRFVLVE LTNQGX2D SX3 T A A 



IDVTNX4YVVAYO.AGDQSY 



F X. R D A 



PRGAETHLFTGTTRXSSSLPFXSGS 



• • • • • • 
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Y X7 D I. E R Y 



AGHRDQX PI1GIX8QLIQ 



SVX9ALRX10PGGSTRXllQARSII.il. 
I Q M I SEAARFNPI LWR X12 R Q X13 I N 



S G 



X14 S F L P D X15 YMLELETSWGQQS 



TQVQHSTDG 



V F N N P X16 R I* A I X17 X18 G 



N F V T X. X19 N V R X20 VIASLAIMLFVC 
GER PS SSDVRYWPLVIRPVIADD 
VTCSASEPTVRIVGRX21GM X22VDV 



R D D D F H 



DGNQIQLWPSKSNNDPN 



qt. WTTKRD X23 



TIRSKGSCI«TTYGY 



T A G V Y V M 



I FD CNTAVRE AT I WQ I 



WX24NGTIINPRSNLVLAASSGIKG 



TTLTV QTLDYTLGQ GW 



I* A G N D T A 



P R 



VTIYGFRD1.CMESN X25 G S V W V 



ETC X26 S S Q X27 N Q X28 X29 WALYGDGS IR 
PKQNQDQCIiT X30 GRO SVSTVINIV 
SCSX31X32SX33 X34 QRWVFTNEX35AILN 

L K X36 X37 X38 X39 X40 DVAQANPKLRRI I I 



YPXTGKPMQMWLPV X41 




Oder ein Fragment davon, 

wobei X1 D Oder E ist; X2 G Oder Q ist; X3 I Oder V ist; X4 L Oder A ist; X5 DR ist Oder 
fehlt; X6 N Oder T ist; X7 P Oder T ist; X8 D Oder E ist; X9 S Oder T ist; X10 F Oder Y ist; 
X1 1 T Oder A ist; X12 A Oder Y ist; X13 Y Oder D ist; X14 A Oder E ist; X15 V Oder M ist; 
X16 I Oder F ist; X17 P Oder S ist; X18 P Oder T ist; X19 T Oder S ist; X20 D Oder S ist; 
X21 N Oder S ist; X22 C Oder R ist; X23 G Oder N ist; X24 G Oder D ist; X25 G Oder Q ist; 
X26 V Oder D ist; X27 Q Oder K ist; X28 G ist Oder fehlt; X29 R Oder K ist; X30 C Oder S 
Oder V ist; X31 A Oder G ist; X32 G Oder A ist; X33 S Oder G ist; X34 G Oder S ist; X35 G 
Oder Y ist; X36 N Oder S Oder T Oder K ist; X37 S Oder G ist; X38 L Oder P ist; X39 A 
Oder M ist; X40 M Oder V ist; X41 P Oder F ist. 

5. Mistellektin-Polypeptid nach Anspruch 4, umfassend die Sequenz: 

XERLRLRVTHQTTGX1EYFRFITL 
Z.RD7VSS6SFSNEIPLZ.RQSTIP 
VSDAQRFVLVELTHQGX2DSX3TAA 
IDVT NX4YVVAXQ.AGDQSYFLRDA 
PRGAETHLFTGTTRX5SSLPFX6GS 
YX7DLERIAGHRDQIPI.GIX8QLIQ 
SVX9ALRXX0PGGSTRX11QARSILII, 
IQMISEAARFNPILWR X12 R Q X13 I M 
S G XX4 3 F L P D X1S YMLELETSWGQQS 
TQVQHSTDGVFNNP X16 R L A I X17 XI 8 G 



M F V T L X19 M V R X20 VIASLAIMLFVC 



G E R P S S S 

Oder ein Fragment dieser Sequenz, wobei das Mistellektin-Polypeptid der MLA-Kette 
Oder einem Fragment davon entspricht und X1 bis X20 die oben angegebene Bedeu- 
tung haben. 

6. Mistellektin-Polypeptid nach Anspruch 4, umfassend die Sequenz: 

DDVTCSASEPTVRIVGR X21 G M X22 V D 
VRDDDFHDGNQIQLWPSKSNNDPM 
QLWTIKRD X23 TIRSNGSCLTTYGY 
TAGVYVMI FDCNTAVREATIWQIW 
X24 NGTI INPRSNI»VI«AAS S GIKGTT 
LTVQTLDY TLGQGWLAGND TAPRE 
VTIYGFRDLCMESN X25 G SVWVETC 
X26 S S Q X27 N Q X28 X29 WALYGDGSIRPKQN 
Q O Q C L T X30 GRDSVSTVINIVSCS X31 
X32 S X33 X34 QRWVFTNE X35 A X I. N X» K X36 X37 
X38 X39 X40 D VAQANPKI.RRI I I Y PATG 



A 
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Oder ein Fragment dieser Sequenz, wobei das Mistellektin-Polypeptid der MLB-Kette 
Oder einem Fragment davon entspricht und X21 bis X41 die oben angegebene Bedeu- 
tung haben. 

7. Mistellektin-Polypeptid nach Anspruch 4, mit der in Abb. 1b dargestellten Sequenz. 

8. Mistellektin-Polypeptid nach Anspruch 5, mit der in Abb.3b dargestellten Sequenz. 

9. Mistellektin-Polypeptid nach Anspruch 6, ausgewahlt aus der folgenden Gruppe: 

I) Polypeptid mit der in Abb. 7b dargestellten Sequenz, 

II) Polypeptid mit der in Abb. 8b dargestellten Sequenz, 

III) Polypeptid mit der in Abb. 9b dargestellten Sequenz, 

IV) Polypeptid mit der in Abb. 10b dargestellten Sequenz, 

V) Polypeptid mit der in Abb. 1 1 b dargestellten Sequenz, 

VI) Polypeptid mit der in Abb. 12b dargestellten Sequenz. 

10. Verfahren zum Bereitstellen eines Nukleinsauremolekuls, das in einem heterologen 
Wirt fur ein Mistellektin-Polypeptid nach Anspruch 4 kodiert, umfassend die Schritte: 

a) Praparieren von Mistelzell-RNA Oder chromosomaler Mistelzell-DNA und 

b) Amplifizieren von Mistelzell-RNA Oder chromosomaler Mistellektin-DNA durch 
PGR unter Verwendung von Oligonukleotiden, die von dem in Abb. 1b dargestell- 
ten Mistellektin-Polypeptid abgeleitet sind, und 

c) gegebenenfalls Identifizieren von Sequenzen, die 5' und 3' von der amplifizierten 
Nukleinsdure liegen sowie deren Amplifikation, und 

d) Isolieren der in Schritt b) und/oder c) amplifizierten Nukleinsauremolekule, und 



e) gegebenenfalls Ligieren mehrerer der in Schritt b) und/oder c) amplifizierten Nu- 
kleinsauremolekule, so dafS ein Nukleinsauremolekul mit vollstandigem offenen 
Leseraster erhalten wird und 

f) gezieltes Mutieren des erhaltenen Nukleinsauremolekuls, urn das Nukleinsaure- 
molekul dem ubiichen genetischen Code des heterologen Wirtes fur eine der in 
Mistelzellen identifzterten Mistellektin-Polypeptidisoformen anzupassen. 

1 1 . Nukleinsauremolekul, kodierend fur ein Polypeptid nach Anspruch 4 und umfassend 
die Sequenz: 

TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGAKGAATACTTCCGGTTCATCACG 
CTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAGTCTACG 
ATCCCCGTCTCCGATGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTCACCAACCAGGGGSRRGACTCGRTy 
ACGGCCGCCATCGACGTTACCAATSYKTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGGCGACCAATCCTACTTT 
TTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGCACCTCTTCACCGGCACCACCCGAZ1TCCTCTCTCC 
CATTCAMyGGAAGCTACMCYGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGACCAGATCCCTCTCGGTA 
TAGASCAACTCATTCAATCCGTCWCKGCGCTTCGTTWYCCGGGCGGCAGCACGCGTRCyCAAGCTC 
GTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGATTCAATCCCATCTTATGGAGGK 
MyCGCCAAKAYATTAACAGTGGGGMRTCATTTCTGCCAGACRTGTACATGCTGGAGCTGGAGACGA 
GTTGGGGCCAACAATCCACGCAAGTCCAGCATTCAACCGATGGCGTTTTTAATAACCCAWTYCGGT 
TGGCTATAYCYMCYGGTAACTTCGTGACGTTGWCYAATGTTCGCKMrGTGATCGCCAGCTTGGCGA 
TCATGTTGTTTGTATGCGGAGAGCGGCCATCTTCCTCTGACGTGCGCTATTGGCCGCTGGTCATAC 
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GACCCGTGATAGCCGATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAA 

RTGGCATGYGCGTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCT 

CCAAGTCCAACAATGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATRBMACCATTCGATCCAATG 

GCAGCTGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTG 

CTGTGCGGGAGGCCACTATTTGGCAGATATGGGRCAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAATC 

TGGTTTTGGCAGCATCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTACACGT 

TGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGTTTCAGGG 

ACCTTTGCATGGAATCAAATSRAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGWSAGTAGCCAAMAGAACC 

AAZ2ARATGGGCTTTGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAAGACCAATGCCTCAC 

CKBTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGCGSWGSWTCGKSKKSKCA 

GCGATGGGTGTTTACCAATGAAKRSGCCATTTTGAATTTAAAGAVWRGSYYGRySRTGGATGTGGC 

GCAAGCAAATCCAAAGCTCCGCCGAATAATTATCTATCCTGCCACAGGAAAACCAAATCAAATGTG 
GCTTCCCGTGYYMTGA 



Oder ein Fragment davon. wobei die Nukleotide gemSS dem IUPAC-IUB Code definiert 
sind, und Zi die Nukleotidsequenz GAT AGA bezeichnet Oder fehlt und Z 2 die Nukleo- 
tidsequenz GGC bezeichnet Oder fehlt 

12. Nukleinsauremolekul, das in einem heterologen Wirt fCir ein Polypeptid nach An- 
spruch 5 kodiert, umfassend die Sequenz: 

TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGAKGAATACTTCCGGTTCATCACG 



CTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAGTCTACG 
ATCCCCGTCTCCGATGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTCACCAACCAGGGGSBRGACTCGRTY 
ACGGCCGCCATCGACGTTACCAAT3YKTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGGCGACCAATCCTACTTT 
TTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGCACCTCTTCACCGGCACCACCCGAZ1TCCTCTCTCC 
CATTCAt«GGAAGCTACMCYGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGACCAGATCCCTCTCGGTA 
TAGASCAACTCATTCAATCCGTCWCKGCGCTTCGTTWYCCGGGCGGCAGCACGCGTRCYCAAGCTC 
GTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGATTCAATCCCATCTTATGGAGGK 
MyCGCCAAKAYATTAACAGTGGGGMRTCATTTCTGCCAGACRTGTACATGCTGGAGCTGGAGACGA 
GTTGGGGCCAACAATCCACGCAAGTCCAGCATTCAACCGATGGCGTTTTTAATAACCCAWTY'CGGT 

TCATGTTGTTTGTATGCGGAGAGCGGCCATCTTCCTCT 

Oder ein Fragment davon, wobei die Nukleotide gemSS dem IUPAC-IUB Code definiert 
sind, und Zi die Nukleotidsequenz GAT AGA bezeichnet oder fehlt. 

13. NukleinsauremolekGI, das in einem heterologen WirtfQr ein Polypeptid nach An- 
spruch 6 kodiert, umfassend die Sequenz: 

GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAARTGGCATGYGCGTG 
GACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCCAACAAT 
GATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATRBMACCATTCGATCCAATGGCAGCTGCTTGACC 



ACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTGCTGTGCGGGAGGCC 



ACTATTTGGCAGATATGGGRCAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAATCTGGTTTTGGCAGCA 

TCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTACACGTTGGGACAGGGCTGG 

CTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGTTTCAGGGACCTTTGCATGGAA 

TCAAATSRAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGWSAGTAGCCAAMAGAACCAAZ2ARATGGGCTT 

TGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAAGACCAATGCCTCACCKBTGGGAGAGACT 

CCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGCGSWGSWTCGKSKKSKCAGCGATGGGTGTTTA 

CCAATGAAKRSGCCATTTTGAATTTAAAGAVWRGSYYGRYSRTGGATGTGGCGCAAGCAAATCCAA 

AGCTCCGCCGAATAATTATCTATCCTGCCACAGGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCCCGTGYYMT 
GA 

Oder ein Fragment davon, wobei die Nukleotide gemaiJ dem IUPAC-IUB Code definiert 
sind und Z 2 die NukJeotidsequenz GGC bezeichnet oderfehlt. 

14. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1 1 , mit der in Abb. 1 a dargestellten Sequenz. 

15. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 12, ausgewahlt aus derfolgenden Gruppe: 

I) Nukleinsaure mit der in Abb. 2a dargestellten Sequenz, 

II) Nukleinsaure mit der in Abb. 3a dargestellten Sequenz, 
oder ein-Fragment davon. — -■ - — - 

16. NukleinsauremolekQI nach Anspruch 13, ausgewahlt aus derfolgenden Gruppe: 

I) Nukleinsaure mit der in Abb. 7a dargestellten Sequenz, 
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II) Nukleinsaure mit der in Abb. 8a dargestellten Sequenz, 

III) Nukleinsaure mit der in Abb. 9a dargestellten Sequenz. 

IV) Nukleinsaure mit der in Abb. 10a dargestellten Sequenz, 

V) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 1 a dargestellten Sequenz, 

VI) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 2a dargestellten Sequenz, 
oder ein Fragment davon. 

17. Nukleinsauremolekul, kodierend fur ein Mistellektin-Polypeptid nach mindestens ei- 
nem der Anspruche 4 bis 9 oder fOr ein Fragment davon, wobei der Codongebrauch an 
die Bedurfnisse eines heterologen Wirtes angepafit ist. 

18. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 17 mit der in Abb. 4a dargestellten Sequenz, 
wobei der Codongebrauch an die bevorzugte Codonverwendung der Gattung Brassica 



19. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 17, ausgewahlt aus der folgenden Gruppe: 

I) Nukleinsaure mit der in Abb. 5a dargestellten Sequenz, 

II) Nukleinsaure mit der in Abb. 6a dargestellten Sequenz, 

20. NukleinsauremolekOI nach Anspruch 17, ausgewahlt aus der folgenden Gruppe: 

I) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 3a dargestellten Sequenz, 

II) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 4a dargestellten Sequenz, 

III) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 5a dargestellten Sequenz, 

IV) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 6a dargestellten Sequenz, 

V) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 7a dargestellten Sequenz, 
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VI) Nukleinsaure mit der in Abb. 1 8a dargestellten Sequenz. 

21 . Vektor, der ein NukleinsSuremolekul nach einem der Anspruche 1 1 bis 20 oder 
ein Fragment davon und einen damit flinktionell verbundenen Promotor umfaGt. 

22. Vektor nach Anspruch 21, wobei der Promotor ein fur eine vorgesehene Wirts- 
zelle spezifischer Promotor ist. 

23. Vektor nach Anspruch 21 und/oder 22, wobei der Vektor ein RNA-Vektor ist. 

24. Wirtszelle zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 3, wel- 
che eine Bakterienzelle, eine Pflanzenzelle mit Ausnahme einer Mistelzelle, eine Insek- 
tenlarve, eine Insektenzelle. eine Vertebratenzelle, bevorzugt eine Saugerzelle, eine 
Hefezelle. eine Pilzzelle, ein transgener Vertebrat und/oder eine transgene Pflanze mit 
Ausnahme einer Mistelpflanze sein kann und ein NukleinsauremolekQI nach einem der 
Anspruche 1 1 bis 20 oder einen Vektor nach einem der Anspruche 21 bis 23 enthalt. 

25. Wirtzelle nach Anspruch 24, wobei die Bakterienzelle Escherichia coli ist und/oder 
die Pflanzenzelle eine Rapszelle ist und/oder die Insektenlarve Trichoplusia ni ist 
und/oder die Insektenzelle eine Spodoptera frugiperda Zeile und/oder der Vertebrat ein 
Zebrafisch ist. 

26. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens ein Nukleinsau- 
remolekQI nach einem der Anspruche 1 1 bis 20 oder mindestens einen Vektor nach 
einem der Anspruche 21 bis 23. 

27. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 26, weiterhin umfassend 
Liposomen. 

28. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 27, wobei die Liposomen 
auf ihrer Oberflache Zellerkennungsmolekule tragen, wobei das Zellerkennungsmo- 
lekul Zielzellen selektiv bindet. 
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29. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 26, weiterhin umfassend 
MLB-Polypeptid nach einem der Anspruche 6 Oder 9. 

30. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 29, wobei das MLB- 
Polypeptid Oder das Nukleinsauremolekul Oder der Vektor an ein Zellerkennungs- 
molekul gekoppelt ist, wobei das Zellerkennungsmolekul Zielzellen selektiv bindet. 

31. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 26, wobei die Nukleinsaure 
oder der Vektor mit einem Viruspartikel assoziiert sind. 

32. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 31, wobei der Viruspartikel 
auf seiner Oberflache ein Zellerkennungsmolekul tragt, wobei das Zellerkennungs- 
molekul Zielzellen selektiv bindet. 

33. Pharmazeutische Zusammensetzung, die mindestens ein Polypeptid nach Anspruch 
4 bis 9 und/oder ein Fragment davon umfaftt. 



34. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 33, weiterhin umfassend ein 
geeignetes ZellerkennungsmolekQI, wobei das Zellerkennungsmolekul Zielzellen selektiv 
bindet. 

35. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 34, wobei das Zellerken- 
nungsmolekul ausgewahlt ist aus der AntikOrpermolekule oder AntikOrper-Fragmente, 
Zellrezeptor-Liganden, Peptidhormone oder Fragmenten davon, umfassenden Gruppe. 

36. Verwendung eines Mistellektin-Polypeptids nach mindestens einem der Anspruche 4 
bis 9 und/oder eines Fragmentes davon zum Herstellen eines Medikamentes zum Be- 
handelnj^oiiJunkontrolliertem-Zellwachstum, — 



37. Verwendung eines Mistellektin-Polypeptids nach mindestens einem der Anspruche 4 
bis 9 und/oder eines Fragments davon ohne zytotoxische Aktivitat zum Herstellen eines 
Medikamentes, das die Immunreaktion verstarkt. 
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RDDDPHDGMQIQLWPSKSMNDPM 
QLWTIKRDX23TIRSNSSCt.TTYGX 
TAGVXVMIFDCNTAVREATIWQI 
WX24NGTIINPRSNI.VI.AASSGIKG 
TILIVQTI.DYII. aQOWI.AGMDTA 
PREVTIXGFRDLCMESNX25GSVWV 
ETCX26SSQX27MQX28 X29 WALTCGDGSIR 
PKQMQDQCI.TX30GRDSVSTVINIV 
SCSX31X32SX33 X34 QRWVFTNEX35AILN 
I.KX36 X37 3C38 X39 X40 DVAQANPKI.RRIII 
X PATGKPMQMWLPV X41 

Oder eines Fragmentes davon, umfassend den Schritt des Exprimierens mit Hilfe eines 
eukaryontischen Vektors, der eine fQr das Mistellektin-Polypeptid oderein Fragment 
davon kodierende Nukleinsaure mit der ursprunglich in Mistelzell-DNA gefundenen Nu- 
kleinsauresequenz enthalt, in einer Mistelzelle und/oder einer transgenen Mistelpflanze. 
wobei das Transkriptionsprodukt dieses NukleinsauremolekGIs in Mistelzellen und/oder 
transgenen Mistelpflanzen durch posttranskriptionale und/oder posttranslationale Me- 
chanismen modifiziert wird, 

wobei X1 D Oder E ist; X2 G Oder Q ist; X3 I Oder V ist; X4 L Oder A ist; X5 DR ist Oder 
fehlt; X6 N Oder T ist; X7 P Oder T ist; X8 D Oder E ist; X9 S Oder T ist; X1 0 F oder Y ist; 
X1 1 T Oder A ist; X1 2 A Oder Y ist; X13 Y oder D ist; X14 A Oder E ist; X1 5 V Oder M ist; 
X16 I oder F ist; X17 P oder S ist; X1 8 P oder T ist; X19T oder S ist; X20 D oder S ist; 
X21 N Oder S ist; X22 C oder R ist; X23 G Oder N ist; X24 G oder D ist; X25 G oder Q ist 
X26 V oder D ist; X27 Q oder K ist; X28 G ist Oder fehlt; X29 R oder K ist; X30 C oder S 



Oder V ist; X31 A Oder G ist; X32 G Oder A ist; X33 S Oder G ist; X34 G Oder S ist; X35 G 
Oder Y ist; X36 N Oder S Oder T Oder K ist; X37 S Oder G ist; X38 L Oder P ist; X39 A 
Oder M ist; X40 M Oder V ist; X41 P Oder F ist. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, wobei das Mistellektin-Polypeptid der Mistellektin- A- 
Kette Oder einem Fragment davon entspricht und die folgende Sequenz oder ein Frag- 
ment davon umfaSt: 

ZERLRXtRVTHQTTG XI EYFRFXTL 
LRDYV8SGSFSNBXPX.X.RQSTXF 
VSD AQRFVI.VELTNQGX2D SX3TAA 
I DVTMX4 YVVAYQAG DQ S Y F I* R D A 
PRGAETHLFTGTTRX5SSLPFX6GS 
YX7DXiERYAGHRDQXPLGX X8 Q L X Q 
3 V X9 A It R X10 P G G S T R Xll QARSILIL 
IQMI SEAARFNPX LWR X12 R Q X13 I M 
S G X14 3 F L P D X15 YMLELETSWGQQS 
TQVQH 3T DGVFNNP XI 6 R L A I X17 X18 G 
M F V T L X19 N V R X20 VXA3 LAX M L F V C 
G E R P 3 S S 

wobei X1 bis X20 die oben angegebene Bedeutung haben. 



42. Verfahren nach Anspruch 40, wobei das Mistellektin-Polypeptid der Mistellektin- B- 
Kette Oder einem Fragment davon entspricht und die folgende Sequenz Oder ein Frag- 
ment davon umfaftt: 

DDVTCSASEPTVRIVGRX21GMX22VD 
VRDDDFHDGHQIQI.WPSKSNNDPN 
QI.WTIKRDX23TIR SHGSCI.TTYGY 
TAGVXVMIFDCMTAVREATIWQIW 
X24NGTIINPRSNLVLAASSGIKGTT 
LTVQTLDYTLGQGWLAGMDTAPRE 
VTIYGFRDLCMESMX25G 3VWVETC 
X26SSQX27MQX28 X29 WAI.YGOGSIRPKQN 
QDQCLTX30GRDSVSTVIKIVSCSX31 
X32 S X33 X34 QRWVFTNE X35 A I L N !• K X36 X37 
X38 X39 X40 DVAQANPKI.RRIII XPATG 
KPHQMWIiPV X41 

wobei X21 bis X41 die oben angegebene Bedeutung haben. 

43. Verfahren zum Bereitstellen eines Nukleinsauremolekuls, das in einer Mistelzelle 
und/oder einer transgenen Mistelpflanze fur ein Mistellektin-Polypeptid nach Anspruch_4. 
kodiert, umfassend die Schritte: 

a) Praparieren von Mistelzell-RNA oder chromosomaler Mistelzell-DNA und 
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b) Amplifizieren von Mistelzell-RNA Oder chromosomaler Mistellektin-DNA durch 
PCR unter Verwendung von Oligonukleotiden, die von dem in Abb. 1b dargestell- 
ten Mistellektin-Polypeptid abgeleitet sind, und 

c) gegebenenfalls Identifizieren von Sequenzen, die 5' und 3' von der amplifizierten 
NukleinsSure liegen sowie deren Amplifikation, und 

d) Isolieren der in Schritt b) und/oder c) amplifizierten NukleinsSuremolekGle, und 

e) gegebenenfalls Ligieren mehrerer der in Schritt b) und/oder c) isolierten Nuklein- 
sauremolekQIe, so daft ein NukleinsauremolekGI mit vollstandigem offenen Le- 
seraster erhalten wird, und 

f) gegebenenfalls gezleltes Mutieren des erhaltenen Nukleinsauremolekuls, um das 
NukleinsauremolekQI dem ublichen genetischen Code fur eine der in Mistelzellen 
identifizierten Mistellektin-Polypeptidisoformen anzupassen und/oder die Expres- 
sion zu optimieren. 

44. Verfahren zum Herstellen eines Polypeptids nach einem der Anspruche 1 bis 3 Oder 
40 bis 42, umfassend als weiteren Schritt das Modifizieren von Zuckerseitenketten durch 
enzymatisches und/oder chemisches ErgSnzen, Entfernen und/oder Andem einer Oder 
mehrerer Seitenketten. 



45. Verfahren nach Anspruch 44, wobei das Ergflnzen, Entfernen und/oder Andern 
der Zuckerseitenketten zur Angleichung an die natQrlichen Proteine fuhrt. 
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7usammenfassung 

Rekombinante Mistellektine 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zum Herstellen von Mistellektin-Poly- 
eptiden in homologen und heterologen Wirtssystemen sowie Mistellektin-Peptide 
als solche. Weiter werden NukleinsauremolekGle zur Verfugung gestellt, die fur die- 
se Mistellektin-Polypeptide kodieren, sowie pharmazeutische Zusammensetzungen, 
die diese Mistellektin-Polypeptide oder Mistellektin-Nukleinsauren umfassen. 

Urn die zahlreichen, im naturlichen Mistelextrakt enthaltenen Mistellektin-lsoenzyme, die 
anti-tumorigene und stimmungsaufhellende Effekte ausldsen konnen. in ausreichenden 
Mengen herzustellen. stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Verfugung, das 
es erlaubt, Mistellektine in erforderlichen Mengen biotechnologisch herzustellen und 
gleichzeitig die Diversitat an Mistellektin-lsoenzymen des naturlichen Mistelextraktes 
nachzuempfinden. 
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Dimer 



Monomer 




Mistellektin I 



TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGA.GGAATACTTCCGGTTCATC 
ACGCTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAG 
TCTACGATCCCCGTCTCCGATGCGGAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTCACCAACCAGGGGGGA 
GACTCGATCACGGCCGCCATCGACGTTACCAATCTGTACGTCGTGGCT^ 

CAATCCTACTTTTTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGCACCTCTTCACCGGCACCACC 
CGATCCTCTCTCCCATTCAACGGAAGCTACCCTGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGAC 
CAGATCCCTCTCGGTATAGACCAACTCATTCAATCCGTCACGGCGCTTCGTTTTCCGGGCGGC 
AGCACGCGTACCCAAGCTCGTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGA 
TTCAATCCCATCTTATGGAGGGCTCGCCAATACATTAACAGTGGGGCGTCATTTCTGCCAGAC 
GTGTACATGCTGGAGCTGGAGACGAGTTGGGGCCAACAATC 

GATGGCGTTTTTAATAACCCAATTCGGTTGGCTATACCCCCCGGTAACTTCGTGACGTTGACC 
•^^TGT TCGCGAGGTG^TCGCGAGCTTGGCGATGATGTTGTTTGTATGCGGAGAGCGGCCIATCT 
TCCTCTGACGTGCGCTATTGGCCGCTGGTCATACGACCCGTGATAGCCGATGATGTTACCTGC 
AGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAAATGGCATGTGCGTGGACGTCCGAGAT 
GACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCGAAGTCCAAGAATGATCCGAAT 
CAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATGGAACCATTCGATCCAATGGCAGCTGCTTGACCACGTAT 
GGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTGCTGTGCGGGAGGCCACT 
ATTTGGCAGATATGGGGCAATGGGACGATCAT 

TCATC TGGAATCAAAGGCAC TACGC T TACGGTGCAAACAC TGGATTACACGT TGGGACAGGGC 

TGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGTTTCAGGGACCTTTGC 

ATGGAATCAAATGGAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGTGAGTAGCCAACAGAAC 

TGGGCTTTGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAAGACCAATGCCTCACCTGT 

GGGAGAGAC TCCGT T TCAACAGTAATCAATATAGT TAGC TGCAGCGC TGGATC G TC T GGGCAG 

CGATGGGTGTTTACCAATGAAGGGGCCATTTTGAATTTAAAGAATGGGTTGGCCATGGATGTG 
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GCGCAAC^TCCAAAC^TCCC^ 
ATGTGGC TTCCCGTGCCATGA 
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Mistellektin I 



yerlrlrvthqttgeeyfr.fi 

T LLRD YVS SGS FSNE I PLLRQ 
STI PVSDAQRFVL VE LTNQGG 
DS I TAAI DVTNLYVVAYQAGD 
QSYFLRDAP RGAETHLFTGTT 
RSSLPFNGSYPDLERYAGHRD 
QIPLGIDQLIQSVTALRFPGG 
STRTQARSILILIQMISEAAR 
FNP I LWRARQY INS GAS FLPD 
VYMLE LE T SWGQQS TQVQH S T 
DGVFNNPIRLAIPPGNFVTLT 

N — V= R- D V 1 A — S £ — A £ M — £ F — V — C G E K P S~ 

SSDVRYWPLVIRPVIADDVTC 
SASE P TVRIVGRNGMCVDVRD 
DDFHDGNQIQLWPSKSNNDPN 
QLWTIKRDGTIRSNGSCLTTY 
GY TAGVYVMI FDCNTAVREAT 
IWQIWGNGTI INPRSNLVLAA 
SSGIKGTTLTVQTLDYTLGQG 
WLAGND TAPRE VT I Y G FRD LC 
ME SNGGSVWVE TCVSSQQNQR 
WALYGDGS IRPKQNQDQCLTC 
GRDSVSTVINIVSCSAGSSGQ 
RWVFTNE GAI LNLKNGLAMDV 
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Mistellektin Al 



TACGAGAGGCTAAGACTC^GA.GTTACGCATCAAACCACGGGCGAGGAATACTTCCGGTTCATC 
ACGCTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTCAG 
TCTACGATCCCCGTCTCCGATGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTG 

GACTCGGTTACGGCCGCCATCGACGTTACCAATGCTTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGGCGAC 
GAATCCTACTTTTTGCGCGACGCACCACGCGGCGCGGAAACGC^ 

CGATCCTCTCTCCCATTCAACGGAAGCTACCCTGATCTGGAGCGATACGCCGGACATAGGGAC 
CAGATCCCTCTCGGTATAGACCAACTCATTCAATCCGTCACGGCGCTTCGTTTTCCGGGCGGC 
AGCACGCGTACCCAAGCTCGTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCTCCGAGGCCGCCAGA 
TTCAATCCCATCTTATGGAGGTACCGCCAATACATTAACAGTGGGGCGTCATTTCTGCCAGAC 
GTGTAC^TGCTGGAGCTGGAGACGAGTTGGGGCCAA^ 

GATGGCGTTTTTAATAACCCAATTCGGTTGGCTATACCCCCCGGTAACTTCGTGACGTTGACC 
:^TGTTCGCGACGTGZ£TCG^ 
TCCTCT 
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Mistellektin Al 
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YERLRLRVTH 

TLLRDYVSSG 

STIPVSDAQR 

DSVTAAIDVT 

QSYFLRDAPR 

RSSLPFNGSY 

QIPLGIDQLI 

STRTQARSIL 

FNPILWRYR Q 

VYMLELETSW 

DGVFNNPIRL 

NVRDVIASLA 
S S 



QTTGEEYFRFI 
SFSNE IPLLRQ 
FVLVE LTNQGQ 
NAYVVAYQAGD 
G A E THLFTGTT 
PDLE RYAGHRD 
QSVTALRFPGG 
ILIQMISEAAR 
YINSGASFLPD 
GQQS TQVQHST 
AIPPGNFVTLT 
IMLFVCGERPS 



ABB. 3a 
Mistellektxn A2 

TACGAGAGGCTAAGACTCAGAGTTACGCATCAAACCACGGGCGATGAATACTTCCGGTTCAT 
CACGCTTCTCCGAGATTATGTCTCAAGCGGAAGCTTTTCCAATGAGATACCACTCTTGCGTC 
AGTCTACGATCCCCGTCTCCGATGCGCAAAGATTTGTCTTGGTGGAGCTGACCAACCAGGGG 
CAGGACTCGATCACGGCCGCCATCGACGTTACCAATGCTTACGTCGTGGCTTACCAAGCAGG 
CGACCAkTCCTACTTTTTGCGCGAC^ 

CCACCCGAGATAGATCCTCTCTCCCATTCACTGGAAGCTACACCGATCTGGAGCGATACGCC 

GGACATAGGGACGAGATCCCTCTCGGTATAGAGCAACTCATTCAATCCGTCTCTGCGCTTCG 

TTACCCGGGCGGCAGCACGCGTGCTC^AGCTCGTTCGATTTTAATCCTCATTCAGATGATCT 

CCGAGGCCGCCAGATTCAATCCCATCTTATGGAGGTACCGCGAAGATATTAACA 

TCATTTCTGCCAGACATGTACATGCTGGAGCTGGAGACGA 

AGTCCAGCATTCAACCGATGGCGTTTTTAATAACCCATTCCGGTTGGCTATATCTACTGGTA 
ACTTCGTGACGTTGTCTAATGTTCGCTCTGTGATCGCCAGCTTGGCGATCATGTTGTTTGTA 
TGCGGAGAGCGGCCATCTTCCTCT 
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Mistellektin A2 

YERLRLRVTHQTTGDEYFRFI 
TLLRDYVSSGSFSNE I PLLRQ 

STIPVSDAQRFVLVELTNQgq 

DSITAAIDVTNAYVVAYQAGD 

QSYFLRDAPRGAETHLFTGTT 

RDRSSLPFTGSYTDLERYAGH 

RDQIPLGIEQLIQSVSALRYP 

GGSTRAQARSILILIQMISEA 
ARFNPI LWRYRQDINsgesfl 

PDMYMLELETSWGQQSTQVQH 

stdgvfnnpfrlaistgnfvt 

LSNVRSVIASLAIMLFVCGER 

P s s s 



tatgaaagat tgaggt tgagggtgac tcac cagac tacaggagaagag tat t t tagat t tat t 
actttgttgagggattacgttagttctggttctttcagtaacgaaattcctttgcttagacaa 
tctactattccagtttctgatgctcagcgtttcgttcttgttgaattgactaaccaaggaggt 
gatagtat tag tgc tgc tat tgatgtgac taacc t t tatgt tgt tgcatatgaggc tggtgat 

cagtcttatttccttagggatgctcctagaggagctgagactcatttgtttactggtacaaca 
cggagttctttgccttttaacggttcttatccagacttggaaagatatgctggtcacagagat 
caaattccattgggaattgatcagttgatccagagtgttactgctttgagattcccaggtgga 
tc tac tagaacacaggcaagatc tatcc ttat tt tgatccaaatgat tagtgaagc tgc tagg 
tttaaccctattctttggagaggaagacagtatatcaactctggtgcttctttccttcctgat 
gt t tatatgc t tgaac t tgaaac t tcatggggacagcagtc tac t caggt tcaacacag taca 
gacggtgtgttcaacaatcctatcagacttgcaattccacctggaaattttgttactcttaga 

agttctgatgttagatactggccattggttattaggcctgttatcgctgacgatgtgacatgt 
tctgcatctgaaccaactgttaggatcgttggaagaaacggtatgtgtgttgatgttcgggac 
gatgactttcatgacggtaaccaaatccaactttggcctagtaagtctaataacgacccaaac 
|gaactttggactattaagagagacggtagaatcaggtct 

ggt tacac tgcaggag t t tac gt tatgat t t t tgat tgcaacacagcag t tagagaagc taca 

atctggcaaatctggggtaacggaactattattaaccctcgttctaacttggtgcttgctgct 

tctagtggtattaagggaacaactttgactgttcagactttggactatactcttggtcaaggta 

tggttggctggaaacgacacagctcctagagaagttacaatctacggatttagagatttgtgt 

atggagtctaacggtggatctgtttgggttgaaacttgtgtttcatctcagcaaaatcag 

tgggcac t t tatggtgacggaagtatcagacc taagcagaatcaggatcagtgt t tgacatgc 

ggtagggatagtgtgtctactgttattaacattgtgtcttgttctgcaggtagttctggacaa 

aggtgggttttc^caaacgagggtgctatccttaacttgaagaacggtcttgctatggatgtt 



GC TCAGGC TAA.CCC TAAGT TGAGAAGGA 1 ? TATCSfr TTMCCCAG^rAC*rcGTAA.C^ C TAa'cCAG 



ATGTGGTTGCCAGTTCCTTAT 
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Mistellektin I (anqepaflt) 




YERLRLRVTHQTTGE 
TLLRDYVSSGSFSNE 
STIPVSDAQRFVLVE 
DS I TAAIDVTNLYVV 
QSYFLRDAPRGAE TH 
RSSLPFNGSYPDLER 
QIPLGIDQLIQSVTA 
STRTQ ARSILILIQM 
FNPILWRARQYINSG 
VYMLE L E TSWGQQS T 
DGVFNNPIRLAIPPG 
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I P L 

L T N 

A Y Q 

L F T 

Y A G 

L R F 

I S E 
ASF 

Q V Q 

N F V 



L R Q 

Q G G 

A G D 

G T T 

H R D 

P G G 

A A R 

L P D 

H S T 

T L T 
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s s 

S A 

D D 

Q L 

G Y 

I W 

S S 

W L 

M E 

W A 

G R 

R W 



D . V R Y 
SEPT 

F H D G 

W T I K 

T A G V 

Q I W G 

G I K G 

A G N D 

S N G G 

L Y G D 

D S V S 

V F T N 



W P 

V R 
N Q 
R D 

Y V 
N G 
T T 
T A 



L V 

I V 

I Q 

G T 

M I 

T I 

L T 

P R 



S V W V 

G S I R 

T V I N 

E G A I 



I R 

G R 

L W 

I R 

F D 

I N 

V Q 

E V 

E T 

P K 

I V 

L N 



P V I 

N G M 

P S K 

S N G 

C N T 

P R S 

T L D 

T I Y 
CVS 

Q N Q 

S C S 

L K N 



ADD 
C V D 
S N N 
S C L 
A V R 
N L V 
Y T L 
G F R 
S Q Q 
D Q C 
AGS 
G L A 



V T C 

V R D 
D P N 
T T Y 
EAT 
L A A 
G Q G 
D L C 
N Q R 
L T C 
S G Q 
M D V 



A Q A N P K L 
M W L P V P 
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Mistellektin Al (angepaflt) 

TATGAAAGAT TGAGGT TGAGGG TGAC TCACCAGAC TACAGGAGAAGAG TAT T T TAGAT T TAT T 
ACTTTGTTGAGGGATTACGTTAGTTCTGGTTCTTTCAGTAACGAAATTCCTTTGCTTAGACAA 
TCTACTATTCCAGTTTCTGATGCTCAGCGTTTCGTTCTTGTTGAATTGACTAACCAAGGACAG 
GATAGTGTTACTGCTGCTATTGATGTGACTAACGCTTATGTTGTTGCATATCAGGCTGGTGAT 
CAGTCTTATTTCCTTAGGGATGCTCCTAGAGGAGCTGAGACTCATTTGTTTACTGGTACAACA 
CGGAGTTCTTTGCCTTTTAACGGTTCTTATCCAGACTTGGAAAGATATGCTGGTCACAGAGAT 
CAAATTCCATTGGGAATTGATCAGTTGATCCAGAGTGTTACTGCTTTGAGATTCCCAGGTGGA 
TC TAG TAGAACACAGGCAAGATC TAT CC T TAT T T TGATCCAAATGAT TAGTGAAGC TGC TAGG 
TTTAACCCTATTCTTTGGAGATACAGACAGTATATCAACTCTGGTGCTTCTTTCCTTCCTGAT 
GT T TATATGC T TGAAC T TGAAAC T TCATGGGGACAGCAGTC TAC TCAGGT TCAACACAGTACA 
GACGGTGTGTTCAACAATCCTATCAGACTTGCAATTCCACCTGGAAATTTTGTTACTCTTACA 
" AA C GTG^GAGA:TGTTATTGCTTCTCTTGCTATTATGCTTTT 
AGTTCT 
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Mistell ektin Al (angepaflt) 



YERLRLRVTHQTTGEEYFRFI 
TLLRDYVSSGSFS NE ip LLRQ 

STIPVSDAQRFVLVELTNQGQ 
DSVTAAIDVTNAYVVAYQAGD 
QSYFLRDAP R GAE THLFTGTT 

RSSLPFNGSYPDLERYAGHRD 
QIPLGIDQLIQSVTALRFPGG 
STRTQARSILILIQMISEAAR 
FN P I LWRYRQ Y I N S GAS FL PD 

V YMLELETSWGQQSTQVQHST 
DGVFNNPlR LAIppGNFVTLT 

NVRDVIASLAIMLFVCGERPS 
S S 



Mistellektin A2 (angepaflt) 

TATGAAAGAT TGAGGT T GAGGG TGAC TCACCAGAC TACAGGAGATGAGTAT T T TAGAT T TAT T 

ACTTTGTTGAGGGATTACGTTAGTTCTGGTTCTTTCAGTAACGAAATTCCTTTGCTTAGACAA 

TCTACTATTCCAGTTTCTGATGCTCAGCGTTTCGTTCTTGTTGAATTGACTAACCAAGGACAG 

GATAGTATTAC TGC TGC TATTGATGTGACTAACGCTTATGTTGT TGCATATCAGGC TGGTGAT 

CAGTC TTAT T TCC TTAGGGATGC TCC TAGAGGAGC TGAGAC TCAT T TGTT TAC TGGTACAACA 

CGGGATAGAAGT TC T T TGCC T T T TAC TGG T TC T TATACAGAC T TGGAAAGATATGC TGGTCAC 

AGAGATCAAATTCCATTGGGAATTGAGCAGTTGATCCAGAGTGTTTCTGCTTTGAGATACCCA 

GGTGGATCTACTAC^GCTCAGGCAAGATCTATCCTTATTTTGATCCAAATGATTAGTGAAGCT 

GCTAGGTTTAACCCTATTCTTTGGAGATACAGACAGGATATCAACTCTGGTGAATCTTTCCTT 

CCTGATATGTATATGCTTGAACTTGAAACTTCATGGGGACAGCAGTCTACTCAGGTTCAACAC 

AGTACAGACGGTGTGTTCAACAATCCTTTCAGACTTGCAATTTCTACTGGAAATTTTGTTACT 

^TTTCTAA GGTG A G ATCTGTTATTG C 

CCTTCTAGTTCT 
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Mistellektin A2 (anqepaflt) 



• • • • 


# 9 




• 
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Y E R L R L R 

T L L R D Y V 

S T I p V S D 

D S I T A A I 

Q S Y F L R D 

R D R S S L P 

R D Q I p L G 

G G S T R A Q 

A R F N P I L 

P D M Y M L E 

S T D G V F N 

L S N V R S V 

P S S S 



V T H Q T T G 

S S G S F S N 

A Q R F V L V 

D V T N A Y V 

A P R G A E T 

F T G S Y T D 

I E Q L I Q S 

A R S I L I L 

W R Y R Q D I 

L E T S W G Q 

N P F R L A I 

I A S L A I M 



D E Y F R F I 

E I P L L R Q 

E L T N Q G Q 

V A Y Q A G D 
H L F T G T T 
L E R Y A G H 

V S A L R Y P 
I Q M I SEA 
N S G E S F L 
Q S T Q V Q H 
S T G N F V T 
L F V C G E R 
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Mistellektin B 



• • • 



GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAAATGGCATGTGC 
GTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGA.TGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCC 
AACA^TGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAG^ 

TGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTGCT 
GTGCGGGAGGCCACTATTTGGCAGATATG^ 

C TGG T T T TGGCAGCATCATC TGGAATCAAAGGCAC TAC GC T TACGGT GCAAACAC TGGAT TAC 
ACGTTGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGT 
TTCAGGGACCTTTGCATGGAATCAAATGGAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGTGAGTAGC 
GAk<^GAACCAAAGATGGGCT^ 

CAATGCCTCACCTGTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGCGCT 
GGATCGTCTGGGCAGCGATGGGTGTTTACCAATGAAGGGGCCATTTTGAA.TTTAAA.GAATGGG 
TTGGCCATGGATGTGGCG C gffi ^ 

GGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCCCGTGCCATGA 
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Mistellektxn B 



D D V T C S A 

V D V R D D D 

N N D P N Q L 

C L T T Y G Y 

V R E A T I w 
L V L A A S S 
T L G Q G W L 

F R D L C M E 

Q Q N Q R W A 

Q C L T C G R 

G S S G Q R w 

L A M D V A Q 

G K P N Q M W 



S E P T V R I 

F H D G N Q I 

W T I K R D G 

T A G V Y V M 

Q I W G N G T 

G I K G T T L 

A G N D T A P 

S N G G S V W 

L Y G D G S I 

D S V S T V I 

V F T N E G A 

A N P K L R R 

L P V* P 



V G R N G M C 
Q L W P S K S 
T I R S N G S 
I F D C N T A 
I I N P R s N 

T V Q T L D Y 

R E V T I Y G 

V E T C V S S 

R P K Q N Q D 

N I V S C S A 

I L N L K N G 

1 I I Y P A T 
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Mistellektin Bl 



GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAAATGGCATGCGC 

GTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAA^ 

AACAATGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGA 

TGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGA.TCTTCGACTGTAATACTGCT 
GTGCGGGAGGCC^CTATTTGGCAGATATGGGACAATGGGACC^ 

C TGGT T T TGGCAGCATCATC TGGAAT CAAAGGCAC TACGC T TAC GG TGCAAACAC T GGAT TAC 
ACGTTGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGT 
TTCAGGGACCTTTGCATGGtAATCAAATGGAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGACAGTAGC 
CAAAAGAACCAAGGCAAATGGGCTTTGTACGGGGATGGT^ 

GACCAATGCCTCACCTCTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTT^ 
GGAGCTTCGGGGTCTCAGCGATGGGTGTTTACCAATGAA.GGGGCCATTTTGAATTTAAA.GAAT 
GQGTOGQeeATG ^ T G T GGCGCStffcGC^ 
ACAGGAAAACCAAA.TCAAATGTGGCTTCCCGTGTTCTGA 




Mistellektin Bl 



DDVTCSASEPT 
VDVRDDDFHDG 
NNDPNQLWTIK 
CLTTYGYTAG V 
VREAT IWQIWD 
LVLAASSGIKG 
TLGQGWLAGND 
FRDLCME SNGG 
QKNQGKWALYG 
DQCLTS GRDSV 
GASGSQRWVFT 
GLAMDVAQANP 
T G K P N Q M W L P V 



VRIVGRNGMR 

NQIQLWPSKS 

RDGTIRSNGS 

YVMIFDCNTA 

NGTIINPRSN 

TTL TVQTLDY 

TAP REVTIYG 

SVWVE TCDSS 

DGS IRPKQNQ 

STVINIVSCS 

NEGAILNLKN 

KLRRIiiyPA 
F 



Mistallektin B2 




GATGATGTTACC TGCAGTGC TTCGGAACC TACGGTGCGGATTGTGGGTCGAAGTGGCATGCGC 

GTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCC 

AACAATGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATAACACCATTCGATCCAATGGCAGC 

TGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAA.TACTGCT 

GTGCGGGAGGCCAC TAT TTGGCAGATATGGGACAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAAT 

C TGGT TT TGGCAGCATCATC TGGAATCAAAGGCAC TACGC TTACGGTGCAAACAC TGGAT TAC 

ACGTTGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGT 

TTCAGGGACCTTTGGATGGAATCAAATCAAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGACAGTAGC 

CAAAAGAACCAAGGCAAATGGGC TTTGTACGGGGATGGTTC TATACGCCCCAAACAAAACCAA 

GACCAATGCCTCACCGTTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCLAATATAGTTAGCTGCAGC 

GGAGCTTCGGGGTCTCAGCGATGGGTGTTTACCAATGAATACGCCATTTTGAATTTAAAGAGT 

GGG TT GGCG&TGGATGTGCGGCAAGCA ^ ATCCAfoAGGTCC^ 

ACAGGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCCCGTGTTCTGA 
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Mistellektin B2 



DDVTCSASEPT 

VDVRDDDFHDG 

NNDPNQLWTIK 

CLTTYGYTAG V 

VREATIWQIWD 

LVLAASSGIKG 

TLGQGWLAGND 

FRDLCME SNQG 

QKNQGKWALYG 

DQCLTVGRDSV 

GASGSQRWVFT 

GLAMDVAQANP 

TGKPNQMWLPV 



VRIVGRSGMR 
NQIQLWPS KS 
RDNTIRSNGS 
Y V M I FDCNTA 
NGTIINPRSN 
TTLTVQTLDY 
TAPREVTIYG 
SVWVE TCDSS 
DGS IRPKQNQ 
STVINIVSCS 
NEYAILNLKS 
KLRRI I IYPA 
F 



Mistellektin B3 



GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAAATGGCATGCGC 
GTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCC 
AACAATGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATGGAACCATTCGATCCAATGGCAGC 
TGC TTGACCACGTATGGC TATAC TGC TGGCGTC TATGTGATGATC TTCGAC TGTAATACTGC T 

GTGCGGGAGGCCACTATTTGGCAGATATGGGACAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAAT 
CTGGTTTTGGCAGCATCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTAC 
ACGTTGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGT 
TTCAGGGACCTTTGCATGGAATCAAATGGAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGACAGTAGC 
CAAAAGAACCAAGGCAAATGGGCTTTGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAA 
GACCAATGCC TCACCTC TGGGAGAGACTCCGTT TCAACAGTAATCAATATAGT TAGC TGCAGC 
GGAGCTTCGGGGTCTCAGCGATGGGTGTTTACCAATGAAGGGGCCATTTTGAATTTAAAGACT 
GGGTTGGCCATGGA T G T G GC GGAAGCAAA TC GAAAGGTGCGCGGAATAATTATCTATCCTGCC ' 
ACAGGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCCCGTGTTCTGA 
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Mistellektin B3 

DDVTCSASEPTVRIVGRNGMR 
VDVRDDDFHDGNQIQLwpsks 

NNDPNQLWTIKRDGTIRSNGS 
CLTTYGYTAGVYVMI FDCNTA 
VREATIWQIW DNGTI INPRSN 
LVLAASSGIKGTTLTVQTLDY 
TLGQGWLAGND TAPREVT IYG 
FRD L C M E SNGGSVWVE TCD SS 
QKNQGKWALYGDGS IRPKQNQ 
DQCLTSGRDSVSTVINIVSCS 
GAS GSQRWVFTNE GAI L NLKT 
GLAMDVAQANPKLRRI I IYPA 
TGKP NQMW LP VF 



Abo . Ha • «••• « 

Mistellektin B4 

GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAAATGGCATGCGC 
GTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCC 
AACAATGATGCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATGGAACCATTCGATCCAATGGCAGC 
TGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTGCT 
GTGCGGGAGGCCAC TAT TTGGCAGATATGGGACAATGGGACCATCATCAATCCAAGATCCAAT 
CTGGTTTTGGCAGCATCATCTGGAATCAAAGGCACTACGCTTACGGTGCAAACACTGGATTAC 
ACGTTGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGT 
TTCAGGGACCTTTGCATGGAATCAAATGGAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGACAGTAGC 
CAAAAGAACCAAGGCAAATGGGCTTTGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAA 
GACCAATGCCTCACCTCTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGC 
GGAGCTTCGGGGTCTGAGCGATGGGTGTTTACCAATGAAGGGGCCATTTTGAATTTAAAGAAA 
■GGGCGG GCCATG C ATGTGGCG C AAGCAAATCCAAAGCTCCGCCGLAATAATIATCTATCC T GCC — 
ACAGGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCeCGTGTTCTGA 
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Mistellektin B4 



D D V T C S A 

V D V R D D D 
N N D P N Q L 
C L T T Y G Y 

V R E A T I W 
L V L A A S S 
T L G Q G W L 
F R D L C M E 
Q K N Q G K W 
D Q C L T S G 
G A S G S Q R 
G P A M D V A 
T G K P N Q M 



S E P T V R I 

F H D G N Q I 

W T I K R D G 

T A G V Y V M 

Q I W D N G T 

G I K G T T L 

A G N D TAP 

S N G G S V W 

A L Y G D G S 

R D S V S T V 

W V F T N E G 

Q A N P K L R 

W L P V F 



V G R N G M R 

Q L W P S K S 

T I R S N G S 

I F D C N T A 

I I N P R S N 

T V Q T L D Y 

R E V T I Y G 

V E T C D S S 

I R P K Q N Q 

I N I V S C S 

A I L N L K K 

R I I I Y P A 
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Mistellektin B5 



GATGATGTTACCTGCAGTGCTTCGGAACCTACGGTGCGGATTGTGGGTCGAAATGGCATGCGC 
GTGGACGTCCGAGATGACGATTTCCACGATGGGAATCAGATACAGTTGTGGCCCTCCAAGTCC 
AACAATGATCCGAATCAGTTGTGGACGATCAAAAGGGATGGAACCATTCGATCCAATGGCAGC 
TGCTTGACCACGTATGGCTATACTGCTGGCGTCTATGTGATGATCTTCGACTGTAATACTGCT 
GTGCGGGAGGCCACTATTTGGGA.GATATGGGAGAAT 

C TGGT T T TGGCAGCATCATC TGGAATCAAAGGCAC TAC GC T TAC GGTGCAAACAC TGGAT TAC 
ACGTTGGGACAGGGCTGGCTTGCCGGTAATGATACCGCCCCACGCGAGGTGACCATATATGGT 
TTCAGGGACCTTTGCATGGAATCAAATGGAGGGAGTGTGTGGGTGGAGACGTGCGACAGTAGC 
CAAAAGAACCAAGGCAAATGGGCTTTGTACGGGGATGGTTCTATACGCCCCAAACAAAACCAA 
GACCAATGCCTCACCTCTGGGAGAGACTCCGTTTCAACAGTAATCAATATAGTTAGCTGCAGC 
GGAGC TTCGGGGTC TCAGCGATGGGTGT TTACCAATGAAGGGGCCAT T T TGAATTTAAAGAAT 

■ A^GTTGATGGTG G ^TQTGGCGCAAGCAAATCCAA A GCTCCGCCGAATAA TT A T CTATCG^GCC 
ACAGGAAAACCAAATCAAATGTGGCTTCCCGTGTTCTGA 
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Mistellektin B5 



D D V T C S A 

V D V R D D D 
N N D P N Q L 
C L T T Y G Y 

V R E A T I W 
L V L A A S S 
T L G Q G W L 
F R D L C M E 
Q K N Q G K W 
D Q C L T S G 
G A S G S Q R 
S L M V D V A 
T G K P N Q M 



S E P T V R I 

F H D G N Q I 

W T I K R D G 

T A G V Y V M 

Q I W D N G T 

G I K G T T L 

A G N D TAP 

S N G G S V W 

A L Y G D G S 

R D S V S T V 

W V F T N E G 

Q A N P K L R 

W L P V F 



V G R N G M R 
Q L W P S K S 
T I R S N G S 
I F D C N T A 
I I N P R S N 
T V Q T L D Y 
R E V T I Y G 

V E T C D S S 
I R P K Q N Q 
I N I V S C S 
A I L N L K N 
R I I I Y P A 
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Mistellektin B (anqepaflt) 



GACGATGTGACATGTTCTGCATCTGAACCAACTGTTAGGATCGTTGGAAGAAACGGTATGTGT 
GTTGATGTTCGGGACGATGACTTTCATGACGGTAACCAAATCCAACTTTGGCCTAGTAAGTCT 
AA T AAC GAC C CAAAC CAAC T TTGGAC TAT TAAGAGAGACGGTACAATCAGGTC TAACGGATC T 
T G TC T TAC TACATACGG T TACAC TGCAGGAGT T TACGT TATGAT T T T TGAT TGCAAGACAGCA 
GTTAGAGAAGCTACAATCTGGCAAATCTGGGGTAACGGAACTATTATTAACCCTCGTTCTAAC 
TTGGTGCTTGCTGCTTCTAGTGGTATTAAGGGAACAACTTTGACTGTTCAGACTTTGGACTAT 
ACTCTTGGTCAAGGATGGTTGGCTGGAAACGACACAGCTCCTAGAGAAGTTACAATCTACGGA 
TTTAGAGATTTGTGTATGGAGTCTAACGGTGGATCTGTTTGGGTTGAAACTTGTGTTTCATCT 
CAGCAAAATCAGAGGTGGGCAC T T TATGGTGAC GGAAGTATCAGACC TAAGCAGAATCAGGAT 
CAGTGTTTGACATGCGGTAGGGATAGTGTGTCTACTGTTATTAACATTGTGTCTTGTTCTGCA 
GGTAGT TC TGGACAAAGGTGGGTT T TCACAAACGAGGGTGC TATCCT TAAC T TGAAGAACGGT 
"C T TG C T ATGGft TOTTGC T C2SGGC T ^ 1' TACCCAGC TA C T 

GGTAAGCCTAACCAGATGTGGTTGCCAGTTCCTTAT 
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Mistellektin B (anqepaflt) 
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Mistellektin Bl (angepaflt) 



GACGATGTGACATGTTCTGCATCTGAACCAACTGTTAGGATCGTTGGAAGAAACGGTATGCGT 
GTTGATGTTCGGGACGATGACTTTCATGA.CGGTAACCAAATCCAACTTTGGCCTAGTAAGTCT 
AAT AAC GAC C CAAAC CAAC T T TGGAC TAT T AAGAGAGAC G G T ACAA T CAG G T C TAACGGATC T 
TGTC T TAC TACATACGGT TACAC TGCAGGAGT T TAC GT TATGAT T T T TGAT T GCAACACAGCA 
GTTAGAC5AAGCTACAATCTGJGCAAATCTGGGATAACGGAACTATTATTAACCCTCGTTCTAAC 
TTGGTGCTTGCTGCTTCTAGTGGTATTAAGGGAACAACTTTGACTGTTCAGACTTTGGACTAT 
ACTCTTGGTCAAGGATGGTTGGCTGGAAACGACACAGCTCCTAC^ 

TTTAGAGATTTGTGTATGGAGTCTAACGGTGGATCTGTTTGGGTTGAAACTTGTGATTCATCT 
CAGAAAAATCAGGGCAAGTGGGCAC T T TATGGTGACGGAAGTATCAGAC C TAAGCAGAAT CAG 
GATCAGTGTTTGACATCCGGTAGGGATAGTGTGTCTACTGTTATTAACATTGTGTCTTGTTCT 
GGAGCTAGTGGATCTCAAAGGTGGGTTTTCACAAACGAGGGTGCTATCCTTAACTTGAAGAAC 

ACTGGTAAGCCTAACCAGATGTGGTTGCCAGTTTTTTAT 
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Mistellektin B2 (angepaflt) 



GACGATGTGACATGTTCTGCATCTGAACCAACTGTTAGGA.TCGTTGGAAGAAGCGGTATGCGT 
GTTGATGTTCGGGACGATGA.CTTTCATGACGGTAACCAAATCCAACTTTGGCCTAGTAAGTCT 
AATAACGACCCAAACCAACTTTGGAC TAT TAAGAGAGACAATACAATCAGGTC TAACGGATC T 
TGTCTTACTACATACGGTTACACTGCAGGAGTTTACGTTATGATTTTTGATTGCAACACAGCA 
GT TAGAGAAGC TACAATC TGGCAAATC TGGGATAACGGAAC TAT TAT TAAC CC TC GT TC TAAC 
TTGGTGCTTGCTGCTTCTAGTGGTATTAAGGGAACAACTTTGACTGTTCAGACTTTGGACTAT 
ACTCTTGGTCAAGGATGGTTGGCTGGAAACGACACAGCTCCTAGAGAAGTTACAATCTACGGA 
TTTAGAGATTTGTGTATGGAGTCTAACCAGGGATCTGTTTGGGTTGAAACTTGTGATTCATCT 
CAGAAAAATCAGGGCAAGTGGGCACTTTATGGTGACGGAAGTAT^ 

GATCAGTGTTTGACAGTCGGTAGGGATAGTGTGTCTACTGTTATTAACATTGTGTCTTGTTCT 
GGAGCTAGTGGATCTCAAAGGTGGGTTTTCACAAACGAGTATGCTATCCTTAACTTGAAGTCC 

ACTGGTAAGCCTAACCAGATGTGGTTGCCAGTTTTTTAT 



• • • ♦ •••• •••• •• 

• • • • ••• • • • 

• 

• • t 



Abb. 16b • 



Mistellektin B2 (angepafit) 
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Mistellektin B3 (angepaflt) 



GACGATGTGACATGTTCTGCATCTGAACCAACTGTTAGGATCGTTGGAAGAAACGGTATGCGT 
GTTGATGTTCGGGACGATGACTTTCATGACGGTAACCAAATCCAACTTTGGCCTAGTAAGTCT 
AATAACGACCCAAACCAACTTTGGACTATTAAGAGAGACGGTACAATCAGGTCTAACGGATCT 
TGTC T TAC TACATACGGT TACAC TGCAGGAGTT TACGT TATGAT T T T TGATTGCAACACAGCA 
GT TAGAGAAGC TACAATC TGGCAAATC TGGGATAACGGAAC TAT TAT TAACCC TC GT TC TAAC 
TTGGTGCTTGCTGCTTCTAGTGGTATTAAGGGAACAACTTTGACTGTTCAGACTTTGGACTAT 
ACTCTTGGTCAAGGATGGTTGGCTGGAAACGACACAGCTCCTAGAGAAGTTAC1AATCTACGGA 
TTTAGAGATTTGTGTATGGAGTCTAACGGTGGATCTGTTTGGGTTGAAACTTGTGATTCATCT 
CAGAAAAATCAGGGCAAGTGGGCAC T T TATGGTGACGGAAGTATCAGACC TAAGCAGAATCAG 
GATCAGTGTTTGACATCCGGTAGGGATAGTGTGTCTACTGTTATTAACATTGTGTCTTGTTCT 
GGAGCTAGTGGATCTCAAAGGTGGGTTTTCACAAACGAGGGTGCTATCCTTAACTTGAAGACC 

ACTGGTAAGCCTAACCAGATGTGGTTGCCAGTTTTTTAT 
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Mistellektin B3 (anqepafit) 
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Mistellektin B4 (anqepaflt) 

GACGATGTGACA.TGTTCTGCATCTGAACCAA.CTGTTAGGATCGTTGGAA.GAAACGGTATGCGT 
GTTGATGTTCGGGACGATGACTTTCATGACGGTAA.CCAAATCCAACTTTGGCCTAGTAAGTCT 
AATAACGACCCAAACCAAC T T TGGAC TAT TAAGAGAGACGGTACAATCAGGTC TAACGGATC T 
TGTCTTACTACATACGGTTACACTGCAGGAGTTTACGTTATGATTTTTGATTGCAAC^CAG^ 
GTTAGAGAAGC TACAATCTGGGAAATC TGGGATAACGGAAC TAT TATTAACCC TCGTTC TAAC 
TTGGTGCTTGCTGCTTCTAGTGGTATTAAGGGAACAACTTTGACTGTTGAGACTTTGGACTAT 
AC TC T TGG TCAAGGATGGT TGGC TGGAAACGACACAGC TCC TAGAGAAGT TACAATC TAC GGA 
TTTAGAGATTTGTGTATGGAGTCTAACGGTGGATCTGTTTGGGTTGAAACTTGTGATTCATCT 
CAGAAAAATCAGGGCAAGTGGGCAC T T TATGGTGAC GGAAGTATCAGAC C TAAGCAGAATCAG 
GATCAGTGTTTGACATCCGGTAGGGATAGTGTGTCTACTGTTATTAACATTGTGTCTTGTTCT 
GGAGC TAGTGGATCTCAAAGGTGGGTTTTCACAAACGAGGGTGCTATCCTTAACTTGAAGAAA 
GGTGG TGGTATGK^TGX T G C3gA^ — 

ACTGGTAAGCCTAACCAGATGTGGTTGCCAGTTTTTTAT 
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Mistellektin B4 (angepaflt) 
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S E P T V R 

F H D G N Q 
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Q I W D N G 

G I K G T T 

A G N D T A 

S N G G S V 

A L Y G D G 

R D S V S T 

W V F T N E 

Q A N P K L 

W L P V F 



IVGRNGMR 
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MI FDCNTA 
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WVE TCDSS 

SIRPKQNQ 

VINIVSCS 

GAILNLKK 

RRIIIYPA 
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Mistellektin B5 (angepaflt) 



GACGATGTGACA.TGTTCTGCATCTGAACCZAA.CTGTTAGGATCGTTGGAAGAAACGGTATGCGT 
GTTGATGTTCGGGACGA.TGACTTTCATGACGGTAACCAAATCCAACTTTGGCCTAGTAAGTCT 
AATAACGACCCAAACCAAC T TTGGAC TAT TAAGAGAGACGGTACAATCAGGTC TAACGGATC T 
TGTCTTACTACATACGGTTACACTGCA.GGAGTTTACGTTATGATTTTTGATTGCAACACAGCA 
GT TAGAGAAGCTACAATC TGK3CAAATCTGGGATAACGGAAC TATTAT TAACCCTCGT TC TAAC 
TTGGTGCTTGCTGCTTCTAGTGGTATTAAGGGAACAACTTTGACTGTTCAGACTTTGGACTAT 
AC TC TTGGTCAAGGATGGT TGGC TGGAAAC GACACAGC TCC TAGAGAAGT TACAATC TACGGA 
TTTAGAGATTTGTGTATGGAGTCTAACGGTGGATCTGTTTGGGTTGAAACTTGTGATTCATCT 
GAGAAAAATGAGGGGAAGTGGGCACTTTATGGTGAC^ 

GATCAGTGTTTGACATCCGGTAGGGATAGTGTGTCTACTGTTATTAACATTGTGTCTTGTTCT 
GGAGCTAGTGGATCTCAAAGGTGGGTTTTCACAAACGAGGGTGCTATCCTTAACTTGAAGAAC 
..TCTGTTAXC ^ TGGAXGTTC ^ 



ACTGGTAAGCCTAACCAGATGTGGTTGCCAGTTTTTTAT 
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Mistellektin B5 (angepaflt) 



D D V 
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TCSASE PTVRIVGRNGMR 
RDDDFHDGNQIQLWPSKS 
PNQLWTIKRDGTIRSNGS 
TYGYTAGVYVMI FDCNTA 
ATIWQIWDNGTI INPRSN 
AASSGIKGTTLTVQTLDY 
QG WLAGND TAPREVT IYG 

LCMESNGGSVWVETCDSS 
QGKWALYGDGS IRPKQNQ 
LTSGRDSVSTVINIVSCS 
GSQRWVFTNE GAILNLKN 
VDVAQANPK LRRI I IYPA 
PN- QMWLPVF 



